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ETUDE SUR LE POUVOIR ANTITRYPTIQUE 
DU SERUM SANGUIN 


I. — SES VALEURS LIMITES; LEUR EXPRESSION NUMERIQUE 
II. — LE MOUVEMENT DE LA PROTEOLYSE 
DANS UN MILIEU « GELATINE-TRYPSINE-SERUM » 


par L. LAUNOY. 
(Avec les planches I-IV.) 


Les procédés les plus couramment employés jusqu’ici pour 
Vévaluation de l’action antitryptique du sérum sanguin ont été 
ceux de Marcus et de Gross-Fuld. 

Dans la méthode de Marcus comme dans celle de Gross-Fuld, 
on estime le pouvoir antitryptique — désigné comme « indice 
antitryptique » — par la concentration de trypsine susceptible 
d’hydrolyser en présence d’une quantité arbitraire de sérum 
choisie comme unilé, soit un volume donné de solution de 
caséinate de soude (Gross-Fuld), soit du sérum coagulé (Marcus). 

Les critiques principales s’adressant 4 ces techniques sont les 
suivantes : 

1° On prend comme unité le sérum 4 examiner, c’est-a-dire, 
’ proprement parler, l’inconnue du probiéme ; 

2° Dans la méthode de Marcus, on se contente de donner le 
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titre de la macération de trypsine employée, sans en déterminer 
la puissance diastasique ; 

3° Dans l’établissement de ce qu’on a appelé I’ « zndice anti- 
tryptique », on méconnail les lois d’action des diastases. 

Quand on dit, par exemple, que les indices antilryptiques de 
deux sérums sont respectivement 1 : 4 et 1: 8, cela veut dire 
qu'une goutte du premier sérum inhibe quatre gouttes de la 
macération de trypsine, une goutte du second sérum inhibe 
huit gouttes de la méme solution. On semble sous-entendre par 
cette notation que l’action antidiastasique du second sérum est 
deux fois plus grande que celle du ee ce qui nest pas 
exact. On sait que : 

a) L’effet utile produit par la trypsine dans un temps déter- 
miné n’est pas directement proportionnel & la masse du 
ferment; 

6) Il n’y a pas non plus de proportionnalité directe entre 
Vaction antagoniste d’un sérum et la masse de ce sérum (voir 
les graphiques, planches 1a IV); 

4° Les données numériques que l’on lire des méthodes de 
Marcus ou de Gross-Fuld ont une signification conventionnelle, 
mais elles n’ont aucune signification objective ; ceci est le 
corollaire des 3 observations précédentes. 


En employant l’action présurante de la trypsine, Achalme et 
Stévenin ont inauguré une méthode qui est a l’abri des objec- 
tions ci-dessus. Ils prennent la trypsine comme unité ; ils titrent 
leur solution tryptique ; ils notent leurs résultats d’aprés la 
quantité de sérum aclif. Ainsi, les auteurs francais ont réalisé 
une méthode raisonnée pour I’évaluation de Vaction antidia- 
stasique du sérum sanguin. I] semblerait que la question est 
close, au moins du point de vue technique. Cela ne me parait 
pas. . 

En effet, tout en reconnaissant que les actions présurante et 
hydrolytique de la pepsine et dela trypsine sont habituellement 
paralléles et difficiles & séparer, on ne peut néanmoins consi- 
dérer l’action anti-lab comme une action hydrolytique, & pro- 
prement parler. D’autre part, il est difficile d’admettre le 
titrage du ferment par rapport & Vantiferment, et non pas par 
rapport au test. 
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A elles seules, ces raisons étaient suffisantes pour m’inciter 
a rechercher une technique, permettant de reprendre, sur des 
bases stires, certains points de l’action antiprotéolytique des 
sérums sanguins. 


VALEURS LIMITES DU POUVOIR ANTITRYPTIQUE 
LEUR EXPRESSION NUMERIQUE 


L’application de toute technique comporte : 1° la préparation 
des réactifs ; 2° l’établissement de la réaction; 3° l’estimation 
des phénoménes ; 4° expression numérique de ceux-ci. 

Dans l'étude des réaclions humorales, la technique est de 
premiére importance, tout ce qui concerne son application doit 
done étre minutieusement suivi. 


1° PREPARATION DES REACTIFS 


A. — Test d’épreuve. J’ai choisi, pour test d’épreuve, la 
gélatine. La grande sensibilité de cette substance aux actions 
tryptiques l’a fait rejeter par quelques chercheurs. Je crois, 
au contraire, cette sensibilité favorable a l'étude des phénoménes 
antidiastasiques. Un argument plus~ important contre son 
emploi consiste dans son impureté. Mais la purification par 
dialyse rétorque cet argument. 


Diatyse. — On part d’une gélatine commerciale aussi pure 
que possible (marques : médaille d’or; extra). La purification 
sera faite de la facon suivante : 

50 grammes de gélaline en feuilles sont plongés tels quels 
dans un bocal & large ouverture, rempli d’eau distillée neutra- 
lisée & la phénolphtaléine comme indicateur;on met 1 gramme 
de gélatine pour 70 grammes d’eau. * 

La dialyse est faite & la glaciére (5°-10°). L’eau est renouvelée 
toutes les 24 heures, pendant 7 jours. On peut diminuer ce 
temps de 24 ou 48 heures, en changeant |’eau deux fois par 
jour, pendant les 2 premiers jours, mais la dialyse de 7 jours 
sera préférée. 
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On considére comme débarrassée de ses impuretés « dialy- 
sables » la gélatine dont l'eau de dialyse n’est plus acide, ne 
donne plus trace de précipité avec le chlorure de baryum, l’oxa- 
late d’'ammonium, le nitrate d’argent, l’acide picrique. On se pro- 
nonce aprés plusieurs heures de contact entre le réactif et Peau 
de dialyse. C’est avec l’acide picrique (solution aqueuse saturée) 
que l'eau de dialyse réagit le plus longtemps. 


Evidemment, si la purification n’est pas obtenue en 7 jours, 


on continue; plus.la dialyse se prolonge, plus on doit veiller a 
la température de la glaciére. 

On sait que la gélatine est trés acide; par dialyse, elle perd 
une grande partie de cette acidité, mais elle reste néanmoins 
acide. 

Voici, pour 50 grammes de gélatine Coignet extra, un 
exemple de la perte d’acidité au cours de la dialyse : 

Dosée sur 5 grammes, l'acidité avant dialyse était de 8 c.c. 5 
de soude normale pour 50 grammes. 

Au cours de la dialyse de 50 grammes de cette gélatine : 


fer jour, {3c.c.6 NaOH/N 
2° jour, / leau de dialvse \ 0c.c.6  NaOQH/N 
3° jour, est ramenée 0c.c. 45 NaOH/N 
4e jour, ( a la neutralité )0c.c.3 NaOH/N 
5e jour, avec : 0 c.c. 3 - NaOH/N 
6e jour, 6 NaOH/N 


soit un départ d’acidité équivalant & 5 c.c. 25 de solution nor- 
male de soude. Dans cet exemple, il a fallu, aprés dialyse, 
3 c.c. 3de soude normale pour neutraliser l’acidité intrinséque 
de 50 grammes de gélatine. 

La gélatine étant dialysée, on la fait fondre au bain-marie, 
dans son ean aimbibition. Au cours de la dialyse prolongée, la 
gélatine absorbe d’une facon réguliére de 9,5 & 10 fois son poids 
d’eau. Voici des exemples : 


; PAE VSMOUUM See no eG sooo SS A ui e 50 gr. 

Apres: dialyse de 70 heures.) .). : 487 er 
4 } Avant dialysen nu tes eee ee omen 
5 a(SAprestdalycerd emis) Ours ase emennee : 500 gr 
: Avant. di alyisc tees siu seo mer near eo sen 

Apres dialyse de njours a9 40cee eee 517 gr. 


Par 4 it : Soare dv nat] 5 r 
Par addition d’eau ou légére évaporation a basse température, 
on raméne la solution de gélatline au taux de 10 p. 100. 


a Te 
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La solution obtenue d’emblée est trés louche, opaque ; on 
l'additionne de 15 cent. cubes de teinture de tourneso! dialysée 
sensibilisée, puis laneutralisation est faite de telle facon que la 
gélatine reste nettement acide & la phénolphtaléine ; cette acidité 
a@ la phénolphtaléine doit étre newtralisée par 0 ¢.c. 15 de solu- 
tion N/\0 de soude pour 5 cent. cubes de solution de glatine 
a 10 p. 100. 

L’addition d’aleali & la gélatine fondue a pour effet immédiat 
d’éclaircir la solution. On filtre sur papier Chardin, & 45°, en 
évitant l’évaporation. 

On répartit ensuite dans des fioles de 60 cent. cubes, 
bouchées au coton ; le tampon de coton est lui-méme recouvert 
d’un capuchon de plusieurs doubles de papier filtre ordinaire. 

On slérilise & 105° pendant 10 minutes; on conserve a la 
glaciére, : 

- Pour lusage, on répartit au moment du besoin dans des 
tubes & essai, 2 cent. cubes de cette gélatine fondue & 45°. 


Unité pe Test: — Notre test d'épreuve est donc constitué par 
2 cent. cubes de gélatine (mesurés & 45°) dune solurion a 
10 p. 100 de gélatine dialysée, neutre au tournesol, acide a la 
phénolphtaléine dans les limites de 0 c.c. 05, 0.c.c. OT de soude 
pour 2 cent. cubes. Au sortir de Pétuve (41°) ce test se qélifie 
en: 1 a2 minutes a10°, en 4 a 5 minutes a 20°. 


B. — Solution tryptique. Toute trypsine dont une macé- 
ration & 0 gr. 50 p. 100 dans l’eau distillée ou bien l'eau phy- 
siologique pendant 24 heures 4 la glaciére n’est pas trés active, 
doit éire rejetée. 

Il faut, en effet, éviter introduction en grande quantité dans 
la solution de substances solubles étrangéres comme cela arrive 
avec les trypsines commerciales faiblement actives. 

Un essai préliminaire ayant renseigné sur la valeur du 
ferment, on prépare comme suil la solution tryptique. 

On fait'macérer 0 gr. 50 de trypsine (il ne faut pas employer 
Jes pancréatines commerciales) dans 100 cent. cubes dean 
distillée ou d’eau physiologique (selon la trypsine l'un ou 
autre solvant sera employé) pendant 24 heures a la glaciére ; 
on agite la macération de temps & autre pendant cette période. 
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Apres 24 heures, on filtre sur papier, puis sur bougie. La 


solution-mére (solution M) ainsi obtenue est répartie dans des 
tubes & raison de 5 a 10 cent. cubes par tube; les tubes sont 
fermés ala flamme, on les conserve dans la caisse 4 glace. Dans 


ces conditions de préparation et de conservation l’activité d'une 


‘bonne trypsine se maintient intacte pendant plusieurs mois. 
L’opération la plus importante réside dans le tetrage de la 
solution de trypsine. 


Pour titrer la solution qui sera lunité tryptique, on établit: 


avec de l’eau physiologique les dilutions suivantes de la solu- 
tion-mére : 
MM MM M 


— et les dilutions intermé- 


Dilutions ; 3” a Ri 5” Ago oD 10 


diaires 28 etc., sil y a lieu. 


On fait agir 0c.c. 4 et 0c.c. 2 de chaque dilution sur lunité 
de test additionnée de 0 c.c. 9 et 0 c.c. 8 de solution physiolo- 
gique; on porte ces essais qui ont été établis en double a 
Vétuve a 41° pendant 45 et 60 minutes. 

La dilution convenable sera celle qui, en une heure a 41°, 
liquéfie lunité de test et ne la liquéfie pas totalement en 
45 minutes. 

La dilution ainsi arrétée qualitativement, on fait agir Punité 
convenable, 0c.c. 1 ou 0c.c. 2 selon le cas, sur le test d’épreuve 
pendant 18 heures a 41°. Dans ces conditions, l’acidité totale 
acquise par le milieu en digestion doit étre neutralisée par 
1c.c. 2-1c.c. 3 de solution N/410 de soude. 


Uniré tryprigueE. — L’unité iryptique est done définie par 
0c.c. 1 (ow 0 €.¢. 2) @une solution de trypsine liquéfiant a 41° 
en 1 heure d’action, unité de test. Agissant sur Cunité de test, 
elle détermine en 18 heures a 41° une acidité totale acquise 
neutralisée par 1 c.c. 2-1 ¢.¢. 3 de soude N/A0. 


20 ETABLISSEMENT DE LA REACTION 


Elle comporte trois réactifs : ’unité de test, Punité tryptique, 
1e sérum. 


Nous connaiss i : 
aissons les deux premiers. Le sérum sera, sauf 


\ 
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exception (sérum d’anguille), le sérum de caillot exsudé a la 
température ordinaire (20°). Tout sérum coloré, méme. peu, 
par I’hémoglobine, ne sera pas employé. Pour établir la 
réaction, on opére comme suit: 

1° Verser dans des tubes a essai, stérilisés aprés lavage soi- 
gneux, des volumes de sérum compris enire 0 c.c. 0005 
jusqu’a 0 c.c.3 et 0 c.c. 4. Pour les doses entre 0 c.c. 0005 
et Oc.c. 4, on se sert de dilutions & 1/100 et 1/10; pour 
les doses situées entre 0 c.c. 4 et 0 ¢.c. 2, on combine le sérum 
pur et la solution au 1/10, de méme pour les doses supérieures 
muunerca ar eL O-G.. Cid, CLG: 

Les dilutions de sérum sont faites avec l'eau physiologique ; 
_ pour la répartition on fait usage de longues pipettes divisées 
_ en dixiémes de centimétres cubes : on choisit les pipettes don- 
nant III gouttes au dixiéme. 

2° Ajouter sur le sérum, Vunité tryptique, soit: 0 c.c. 4 
em. OFE2G.,.25 

3° Parfaire dans chaque tube avec de l’eau physiologique le 
volume de 1 cent. cube; 

4° Laisser en contact 60 minutes, ala température du labo- 
ratoire (20°-25°) ; 

5° Verser sur le mélange sérum-trypsine 2 cent. cubes de 
_ gelatine tes! mesurés & 45° ; 

6° Mélanger soigneusement; 

7° Porter a |’étuve 4 41°; laisser 18 heures. 

Toutes ces opérations doivent étre faites aseptiquement. ll est 
donc nécessaire de préparer d’avance un copieux matériel de 
pipettes de 10 cent. cubes, 2 cent. cubes et 1 cent. cube stéri- 
lisées, ainsi que des tubes & essai et de l'eau physiologique 
stériles. 


Tubes témoins. — Chaque expérience doit étre accompagnée 
de tubes témoins. Les tubes témoins comprennent : 

1° Témoin trypsine, c’est-d-dire : unité tryptique ++ eau 
salée + gélatine ; 

2° Témoins sérum. — Je fais des témoins sérum contenant 
selon l’expérience, 0 c.c. 05, 0 c.c. 4, OREN. 1 Ost OM CrCruee. 
0 c.c: 25, 0 c.c. 3 de sérum eau salée- gélatine. 

Les quatre témoins constants et dimportance premiere sont: 
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Pour le sérum de Mammiféres : Le témoin Trypsine et les trois 
premiers témoins sérum (0 c.c. 05, 0 ¢.c. 1, 0c.c. 15). Il nest 
pas inutile d’ajouter un cinquiéme tube témoin contenant : 
eélatine-test-++1 cent. cube eau salée. 

Pour le sérum Humain, on peut se contenter de deux témoins 
seulement: 0c.c. 05 et 0 c.c. 1. 


! 


3° ESTIMATION DES RESULTATS; LEUR EXPRESSION NUMERIQUE 


Le premier indice de l’attaque de la gélatine par la trypsine 
se constate par la disparition de la propriété de gélification a 
froid de celte substance; nous savons que notre unilé tryptique 
obtient ce résultat en une heure a 41°. On considére en 
général que la liquéfaction de la gélatine ne s’accompagne 
pas de phénoménes d’hydrolyse proprement dils. Il y aurait un 
état physique de la gélatine, intermédiaire entre la gélatine 
intacte et la gélatine dissociée, pour lequel la propriélé de 
gélification de la gélatine pure n’existe plus. En somme, il y 
aurait une sorte d'état allotropique de la gélatine pure, non 
dissociée, pour lequel la propriété importante de gélification 
nest pas constatée. Cohnherm et Mann avec lui acceptent cette 
explication. Elle ne me parait pas admissible. Une gélatine 
encore capable de se gélifier aprés action de la trypsine est 
déja de neutre devenue acide; cette acidification, plus tard, 
s’accentue; a partir d'un certain taux d'acidité, variable avec la 
concentration de la solution, la gélatine ne se gélifie plus par 
refrovdissement. Ce caractére nouvellement acquis : acidité du 
milieu, acidité faible il est vrai, mais cerlaine, indique une 
hydrolyse (voir le tableau : Etablissement du graphique pour le 
sérum de cobaye). 

Tant que les actions byclvolytiene: déterminées par la tryp- 
sine sont peu marquées, le caractére du « gel » persiste ; il dis- 
parait pour une digestion plus longue ou plus intense. 


Le résultat menamwm de laction antidiastasique d’un sérum 


est donc dapporter un recard dans l’action de lunité tryptique 
s'exercant pendant l'unilé de temps. Ainsi en présence du 
sérum et de Punité tryptique la gélatine doit, apres 1 heure 
41°, conserver sa propriété de eaiiatetians 
tg résultat maximum de action antidiastasique _ sera de 


ee ee enrages eae 


ae 


drt, > eget 
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conserver cette propriété de gélification pendant une digestion 
prolongée. 

La valeur de l’action antitryptique d’un sérum se définit donc 
par deux termes au moins. Le premier terme mesure l’action 
returdatrice, le second: mesure l'action ‘nhibirice ou apparem- 
ment telle; nous verrons qwiln’y a pas, sur la gélatine, d'inhi- 
bition absolue du ferment tryptique par un sérum sanguin. 

Pour évaluer le pouvoir retardateur et inhibiteur du sérum 
essayé, en faisanl intervenir la propriété de gélification A 
froid de la gélatine, on procéde comme suit : 

A) Aprés une heure de séjour a 41°, les essais comportant 
des quantités de sérum égales ou inférieures 4 0-c.c. 01 sont 
retirés de l’étuve et plongés dans un bain d’eau refroidie & 10°. : 

Aprés 15 minutes, on note le premier tube présentant le phé- 
noméne de gélification. 

Exemple : Si, dans Vordre des essais, le premier tube 
se gélifiant est l'essai qui conlient 0 c.c. 002 de sérum, ce 
volume de sérum marquera le premier terme du pouvoir anti- 
ferment; 21 représente objectivement la plus petite quantité de 
sérum capable de retarder Vaction de la trypsine, pendant la 
premiere heure de digestion, il mesure en un mot le « seutl » de 

action inhibitrice. . 

B) Le second terme, c’est-a dire la valeur supérieure limite 

que nous pouvons appeler |’« optimum », sera fourni par la plus 
petite quantité de sérum capable d'inhiber J’action de la 
trypsine pendant le temps maximum d'action de ce'le-ci. 

Ce second terme est évalué de la facon suivante : aprés 
18 heures d’étuve, on retire les tubes et on les plonge immé- 
diatement dans un bain d’eau, & 20°. La gélification d’un tube 
(émoin sans trypsine, ni sérum, se fait, dans ces conditions, 
en 344 minutes. On note le temps de gélification des tubes si 
on désire obtenir l’optimum absolu ; en pratique, on notera le 
premier lube qui présente, apres 10 minutes, une gélification 
parfaite, c’est-a-dire un gel solide, stable, ne se détachant pas 
du tube quand on frappe celui-ci sur le doigt. Liessai qui 
répond 4 ces conditions sera noté comme optimum. En réalité, 
Voptimum ainsi déterminé n’est que DP’ « optimum approché »; 
nous verrons plus loin que pour cet optimum, dans la plupart 
des cas, il s’est produit un commencement de digestion. Cette 
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valeur, encore qu’elle ne soit que relative, est celle qui caracté- 
‘rise le mieux, en donnée numérique, l’action anlitryptique 
d’un sérum. Nous nous en convaincrons mieux quand nous 
parlerons de V optimum réel. 

D’ailleurs, nonobstant ces réserves, le graphique du mouve- 
ment de l’action protéolytique de la trypsine sur la gélatine en 
présence de différents volumes du sérum examiné apporte des 
documents particulitrement instructifs ; ils permettent de 
situer (méme sans rechercher l’optimum par la gélification) les 
sérums rigoureusement & leur place dans 1’échelle de lactivité 
antitryptique. 

En résumé, nous définissons actuellement lVaction anti- 


tryptique d’un sérum par deux termes: le « sew! » et l’ « opti- 


mum approché ». 

Le « spun », c'est la plus petite quantité de sérum capable 
de retarder laction liguéfiante de Tunité tryptique, quand 
celle-ci s’exerce sur Punité de test dans [unité de temps. 

L’ « oprimum APPROCHE », €’est la plus petite quantité de sérum 
gui, en présence delunité tryptique et dans des conditions telles 
que celle-ci Epuise normalement son action, conserve a lunité de 
test la propriété de se prendre en un gel solide, en 10 minutes, 
par refroidissement a 20°. 

Dans le chapitre suivant, nous apprendrons a faire intervenir, 
dans notre appréciation sur la valeur antitryptique d’un sérum, 
un troisiéme facteur : Voptimum réel. 

Kn opérant comme nous l’avons dit ci-dessus, nous avons 
obtenu, pour les sérums étudiés, les valeurs antitryptiques 
suivantes : 


SERUM SEUIL OPTIMUM APPROCHE 
Cobayes stea. pia eee (0,0005-0 , 002) (005-0, 07) 
Homme. =.) 2.5 4. COLCON 05-003) (0 ,04-0,07) 
Cliévalins Si suse ection: . . (0,004--0,002) (0, 05-0, 07) 
Mouton so. sce 6 ee es 0,002 0,06 
(CIMCUR ede eet tod cere : 0,002 (0, 07-0, 08) 
Ica DiM es) cc este pee (0,002 -0,.003) (0,41 -0,46) 
Anguille eas" 4 oes 0,002 > 0)5i)) 
Poulletc, ic. eclcpee te keene 0,002 (0,3 -0,4 ) 


Dans les expressions numériques ci-dessus, deux nombres 
entre parenthése indiquent les variations individuelles trouvées 
dans une méme espéece. 


a ee Oe a ee 
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En se servant des données établies ci-dessus, la valeur anti- 
tryptique d'un sérum s’exprime ainsi : 


Exemple: Valeur antitryptique sérum de Cobaye—(0c.c. 002 
—0c.c. 07) dans laquelle 0 c.c. 002 représente en centimetres 
cubes de sérum la valeur du sew?/ et 0 c.c. 07 la valeur de 
Voptimum approché. 

C’est évidemment cette derniére valeur qui est la plus inté- 
ressante. Elle permet de mettre sur le méme plan, relative- 
ment a leur action antitryptique les sérums de Cobaye, Homme, 
Cheval, Mouton; elle est pour ces sérums trés généralement 
égale a 0 c.c. 05. | 

Le Chien s’éloigne fort légerement avec 0 c.c. 08 comme 
moyenne. 

Le Lapin présente la variation la plus considérable, optimum 
oscillant entre 0 c.c. 1 et 0c.c. 16 et méme 0c.c. 2. Il est d'une 
facon générale voisin de 0c.c. 1. 

La Poule s’éloigne considérablement de ce chiffre avec 
Oc.c. 3 Oc.c. 4. 

Je signale ici seulement le fait, me proposant d’insister plus 
tard sur la valeur antitryptique du sérum des Oiseaux et des 
Poissons (1). 


| 


LE MOUVEMENT 
DE LA PROTEOLYSE DANS UN MILIEU « GELATINE-TRYPSINE » 
ET DANS UN MILIEU « GELATINE-TRYPSINE-SERUM SANGUIN » 


Les recherches ci-dessus ne nous donnent sur la marche de 
la protéolyse aucun renseignement. L’étude de celle-ci est pour- 
tant particuli@rement intéressante, puisqu’elle permet l’analyse 


(1) Quelques-uns des chiffres du tableau ci-dessus different de ceux que jai 
publiés dans ma note du 17 avril 1918, dans les Comptes rendus de la Soc. de 
Biologie. Ceci est vrai, en particulier, pour le Japin et Vanguille. Ces diffé- 
rences résultent de ce que je passais d’abord dans la répartilion du sérum 
de la quantité.0 c.c.\1 a0 c.c. 2, 0 c.c. 3, ete. J’ai depuis observé la néces- 
sité de faire les essais d’une facgon plus serrée : 0 c.c. 4, 0 CC. 12.0ic. C. 14, ete. 

Je dois ajouter également que plus le ferment est purifie, plus les réactions 
de fixation sont violentes. Avec une trypsine trés pure j'ai obtenu nombre de 
eas de sérums d’homme et de cheval ayant 0,04 comme oplimum approche. 
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du phénoméne dont, par le caractére tiré du « Gel », nous ne 
connaissons qué la fin. 

Nous allons voir comment il est possible d’obtenir, par une 
méthode simple et précise, des détails sur le mouvement de la. 
protéolyse de la gélatine, hydrolysée par la trypsine, en pré- 
sence ou non de sérum sanguin. 


A. — ACIDIFICATION DU MILIEU GELATINE-TRYPSINE 
AU COURS DE LA DIGESTION 


De nombreux auteurs ont étudié, avec la gélatine comme 
test, les lois d’action des diastases. Leur attention, surtout 
attirée vers les modifications physiques du milieu, ne s’est pas 
attachée a la réaction des produits de dissociation. I] est Juste 
de dire aussi qu’en employant le suc pancréatique, trés alcalin 
comme on sait, le changement de réaction du milieu peut étre 
masqué : au contraire, quand on opére en milieu neutre (au 
tournesol ou a la phénolphtaléine), avec une solution tryptique 
neutre, les phénoménes chimiques sont nettement, visibles. On 
s'apercoit alors que la digestion tryptique de la gélatine donne 
rapidement naissance a des produits acides. 

L’action de la trypsine s’exercant sur une gélatine neutre au 
tournesol et tournesolée, le virage de la teinte bleue 4 la teinte 
rose se constate déja aprés une heure détuve a 41°, méme 
lorsque la quantité de trypsine employée est faible, comme c’est 
le cas pour nos expériences. 

L’acidité progresse rapidement pendant les 4 premiéres 
heures de digestion, plus lentement de la 4¢ 4 la 6° heure. A 
ce moment, l’acidité acquise est égale & la moitié de ce qu'elle 
sera & la 24° heure. Donec, dés la 6° heure, la vitesse de réaction 
est considérablement diminuée. Cette diminution n’est que 
partiellement due & lacidité libre acquise; en effet, la neutra- 
lisation des produils acides au fur et & mesure de leur formation 
ne conduit pas la digestion sensiblement plus loin que le terme 
atteint par elle sans neutralisation. La cause du ralentissement 
de la digestion tient done au moins autant & l'affaiblissement 
du ferment qu’a l’acidité du milieu. 


Les faits précédents s’appliquent aussi bien & Ja gélatine 


\ 
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neulre au tournesol qu’a la gélaline neutre a la phénol- 
phtaléine; dans ce dernier cas, toutefois, l’acidification est au 
début plus rapide qu’avec la gélatine neutralisée au tournesol, 
les résultats deviennent identiques dans les deux cas, dés la 
8° ou 10° heure. 

Nous indiquons dans ce mémoire uniquement les faits prin- 
cipaux quiconcernent la digestion de la gélatine par la trypsine. 
L’étude des produits d’hydrolyse ne rentre pas dans le cadre 
de ce travail; disons toutefois que l’acidité, qui prend nais- 
sance dans la digestion de la gélatine par lt trypsine, nest : 
pas due aux Fibsianiees étrangéres préexistantes. Mes premiéres 
recherches avaient été faites avec de la gélatine non dialysée, 
leur controle avec de la gélatine dialysée m’a permis d’observer 
les mémes phénoménes. Ainsi, l'acidité acquise, libre, n’est pas 
due a des acides, sels acides, etc., ayant échappé & la neutra- 
lisation, et qui seraient libérés par la digestion. On concoit 
d’ailleurs peu la possibilité de ce fait. 

L’acidité que présente le milieu trypsine-gélatine au cours de 
la digestion est donc bien due a I’hydrolyse diastasique de la 
pélating. 

Nous trouvons dans les recherches de Siegfried, Kriiger, 
Miller, etc.; explication vraisemblable de, ce ements de 
réaction. ed et ses éléves ont, en effet, isolé He ’hydro- 
lyse de la gélatine, d’une facon générale de l’antigroupe des 
albunfinoides, des anlipeptones & caractére d’acides mono- 
basiques rougissant fortement le tournesol et déplacant l’acide 
carbonique de ses sels. Il est possible que notre acidité soit due 
a des albumoses et peptones & caractére acide (1). 

En méme temps que la formation de substances acides rou- 
gissant le tournesol et donnant directement des combinaisons 
sodiques, on constate celle d’amino-acides dont l’acidité sera 
libérée seulement aprés l’action du formol (procédé de Schifl- 
Sérensen). Dans un milieu gélatine-trypsine neutre au tournesol, 
en l’absence de sérum sanguin et pour un volume de 5 cent. 
cubes de gélaline-test, l’acidité libérable par le formol est 


(1) Stecrrirp, Zeilsch. f. Physiol. Ch., vol. XXXVIII, 1903, p. 258. 
Motte, id., vol. XXXVIII, 1903, p. 264. 
Borket, éd., vol. XXXVIII, 1903, p. 268. 
Krueger, id., vol. XXXVIII, 1903, p. 320. 
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nettement inférieure & celle des substances acides réagissant 
sur le tournesol; mais, contrairement & la formation des sub- 
stances acides, celle des amino-acides se soutient plus longtemps 
& la vilesse initiale. Ceci ne s’applique qu’aux pelites quantités 
de trypsine, l'acidité en amino-acides*pouvant étre, pour une 
forte proportion de trypsine, non seulement égale, mais supé- 
rieure & l’acidité libre, dés le début de la digestion. 


Il résulte du fait indiqué ci-dessus que : d’abord divergentes, 
les courbes représentatives des deux acidités deviennent bien- 
tot paralléles, s'approchent, puis se coupent vers la 30° heure 
de digestion. , 


En résumé, nous pouvons suivre par un simple titrage daci- 
dité, oumieux par ce titrage combiné avec laméthode de Sérensen, 
Uhydrolyse de la gélatine par la trypsine. 

Les fails consignés dans ce chapitre sous forme de conclusions 
résultent d’expériences dont nous donnons ci-dessous quelques 


types. 


Exe. I. — De laction de la réaction de milieu sur la vitesse de 
digestion. Dans cette expérience on fait agir sur 5 cent. cubes 
de gélatine-test (non dialysée) 1 cent. cube de solution de 
trypsine diluée de fagon suivante : Trypsine-test, 12 cent. 
cubes; Eau phystologique, 15 cent. cubes. 


140 Gélatine neutre au tournesol. 


SE ES OE TIS TSE TESS SSSI SSE EE EEE FA EIA CRS 


ACIDITES CALCULEES TEMPS DE DIGESTION EN HEURES, A 44° 
enc. c. NaOH N/10 
en présence 
DE PHENOLPHTALBINE 1/2 1 ji4/2; 2 3 4 5 6 7 


Acidité directement ti- 
trable (corrigée) . .| 0,3 | 0,5 | 0,7 | 0,9 | 4 02s ed joan edison ede 


Acidité titrable aprés 
formol \corrigée) . .} 0,4 | 0,2] 0,4 | 0,45} 0,6 | 0,7] 0,9 | 4 ul 


Acidité totale acquise.} 0,4 | 0,7 | 4,1 | 1,35 UAE ALLS? le 2 rac aI | 
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ee Migs Ae 2 1223. 43a 4 42 5 Se, “. 


Heures 


GrapniuE 1, — Correspond au tableau de la page précédente. 


~ 


29 Gélatine neutre a la phénolphtaléine., 


SS NSE TS IE I SE 8 RECS EE ST EOE 


ACIDITES CALCULEES TEMPS DE DIGESTION EN HEURES, A 44° 
enc.c. NaOH N/10 

en présence . 

DE PHENOLPHTALEINE 1/2 OE es YP ae 3 4 5 6 af 


Acidité directement ti- : 
trable (corrigée) . .| 0,25] 0,58] 0385} 0,95} 4,45] 1,35] 4,45] 4,55] 1,65 


Acidité titrable aprés . 
formol (corrigée) . .| 0,1°| 0,2 | 0,4 | 0,45) 07,6 | 0,7 | 0,85] 4 1,05 


Acidité totale acquise.| 0,35] 0,75} 1,25] 1,4 | 4,75] 2,03] 2,30] 2,53/2,70 


Comme il résulte de la lecture de ces tableaux, la réaction 
neutre a la phénolphtaléine facilite légerement, ce qui est 


? 
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conforme & tout ce que nous savons, la réaction de la trypsine 


sur la vélatine. 


fe eet lee Jee eee 
o.4| VAI 
rm ae is 
od ‘a 
"ae aT 
j V2 1% 2V2 Slo 4 4 5 S29 6 Given, Ta 3 
seine 


Grapuigue 2, — Correspond au tableau de la page 15. 


Exp. If. — a) Dans cette expérience on fait agir 1 cent. cube de 
solution de trypsine de la dilution suivante : trypsine-test, 
12 cent. cubes; solution physiologique, 20 cent. cubes sur 
5 ¢.¢. gélatine-test, non dialysée, neutralisée au tournesol. 


ACIDITES CALCULKES TEMPS DE DIGESTION EN HEURES, A 44° 


en c.c. NaOH N/10 


EN PRESENCH DE PHENOLPHTALEINE 3 


Acidité directement titrable (cor- 
IDES CeX NAME Coen eae PEER Bich Png heh G ee 1 4,5 


Acidité apres formol (corrigée). . 0,6 | 0,9 § 4,1 1 or 1,9 ; 


Acidité totale acquise (aprés cor- 
TECtION 4 tls | sce geeane Con atm RATS feed 7 ales) oleae) ee Mbeya ey oS 


6 SO IO AMAR IS 16M 216947, S1GI0: 20 21 r22 +95) 


Heures 


b) Mémes dispositions que dans lexpérience précédente. 


ACIDITES CALCULEES TEMES DE DIGESTION EN HEURES, A 44° 
enc. c. NaOH N/10 


EN PRESENCE DE PHENOLPHTALBINE 3 $414/2164/2) 9 24 32 


ee | eee | eee | | ee | ee 


Acidité directement titrable (corrigée) .| 1 een leliad 2 25 Om pei 
Acidité titrable aprés formol (corrigée).| 0,6 | 0,8 | 0,9 | 1 2 2,4 


“Acidité totale ACTUISeR(COLEIGSe),= 2 =, + 156 1) 25251-2156) 3 9 4.6 


Cl ert steals CENC7GNIG ES) 10. . 11M 12usI S014 NASun 155017 118) 9) peon aim oo 103 
Heures . 


Grapaigues 3 et 4. — Le premier correspond au tableau de la page 16 ; 
le deuxiéme au tableau ci-dessus. 
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Dans celte expérience, on ajoute, apres le titrage de 4h. 1/2, 
1 cent. cube de soude N/10 dans chacun des tubes, on obtient 
ainsi la neutralisation presque totale de l’acidité libre. 


Méme opération est faite apres le titrage de 9 heures, on 
ajoute 1 c.c.8 de soude N/40. 

La neutralisation ne fait pas reprendre & la diastase sa 
vitesse primitive d’hydrolyse ; elle favorise néanmoins légere- 
ment la continuation de l’action. 


Exe. III. — a) Sur 5 cent. cubes de gélatine-test dialysée (dialyse 
de 3 jours), on fait agir 0 c.c. 3 de trypsine-test, additionnée 
de 0c.c. 7 de solution physiologique. 


a a 
ACIDITES CALCULEES TEMPS DE DIGESTION EN HEURES, A 44° 


enc.c. NaOH N/10 


EN PRESENCE DE PHBNOLPHTALEINE 2 3 5 45 20 24 40 


CHOBE) SH cin I ee er er 0,6 | 0,8 | 1,30] 4,70) 2,1 | 2,10/2,30 
Acidité apres formol (corrigée). .} 0,45] 0,65] 0,95) 1,55) 1,9 1,95/2,635 


Acidité totale acquise (aprés cor- 
neckion) 7) ¢ 2) 04 « chee A ee 1,05] 1,45] 2,23] 3,95] 4,0 | 4,03]4,93 


b) A 5 c.c. de gélatine-test dialysée (dialyse de 7 jours), on ajout 
et 0c. c. 3,-d’ aut 
les résultats obtenus dans ces deu 


SS SSS SSS SSS SSS SSS SS SS SS SSE 


1 


TEMPS DE DIGESTION 


ACIDITE CALCULKES EN c.c. NaOH N/10 


EN PRESENCE DE PHENOLPHTALGINE 


Acidité directement titrable (corrigée).°. ....... 0,254 0,45 0,4 

Acidité apres formol (cormieée). . . 72. : 200 0,15 | 053 0,3 
5 . ? iS 

Acidité totale acquise (corrigée). . J... . |. 0,4 0,75) %,7 
> 


a 
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Dans le graphique ci-dessous ainsi que dans les graphiques 


qui précédent, les chiffres portés en ordonnées mesurent en 


mM) 12, 93 #4. 15 46 (47-18 19 20 


Heures 


Grapuiqgue 5. — Correspond a l’action de 0 ¢.c. 3 de trypsine 
du tableau ci-dessous pages 48 et 19. 


centimetres cubes de solution décinormale de soude, l’acidité 
» apparue au cours de la digestion. 


.c. de solution de NaCl physiologique+0 c.c. 6 dune part, 
t, de trypsine-test, 
eriences sont consignées ci-dessous 


HEURES, A 440° 


3 44/2 44 20 6 42 


| 


0,6 | 0,3 |0,6 | 0,3 | 0,6 | 0,3 | 0,6] 0,3 | 0,6 | 0,3 | 0,6 | 0,3 | 0,6, 


OF SHO SS WS MOS A755!) M75) 2/25): 2., 2,4 | 2,05 | 2,58 » | 2,85 
i 
0,70'| 0,7 | 4 Cron 125) te 4 11790) Pearl 28" |r 15 254 » | 2,8 


55 | 4,55| 2,25) 1,95) 2,80] 3,15 
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Exe. IV. — Action de lunité tryptique sur Punité de test 
(gélatine dialysée pendant 7 jours). 


ACIDITES CALCULEES TEMPS DE DIGESTION EN HEURES, A 41° 


enc.c. NaOH N/10 


EN PRESENCE DE PHENOLPHTALEINE 


Acidité libre (corrigée) . . ./0,525/0,625/0,675/0,725)0,725) 0,8 |0,825]0,825 


Acidité formol (corrigée) . .{0,35 |0,45 0,55 |0,6 {0,6 0,6°)0,65 |0,65 


Acidité totale acquise (cor- f 
0,87 (1,07 [4,22 |4,32 {4,32 | 1,43/1,47 [4,47 


Comme cette expérience le démontre, on peut considérer que 


Vaction de l’ « unité tryptique » sur l’ « unité de test » est: 


éteinte aprés 18 heures d’activité. 

Cest ce résultat qui nous a fait choisir la durée de 18 heures 
comme temps normal de nos expériences sur [action anti- 
tryptique du sérum. Nous revenons maintenant a celle-ci. Les 
expériences que nous venons de rapporter sur la digestion de 
la gélatine par la trypsine constituent la base de notre procédé 
pour établir le graphique du mouvement de la protéolyse de la 
gélatine par la trypsine, en présence de sérum sanguin et 
déterminer |’ « optamum réel ». 


B. — ACIDIFICATION DU MILIEU GELATINE-TRYPSINE 


EN PRESENCE DE VOLUMES VARIABLES DE SERUM SANGUIN. 
L’OPTIMUM REEL 


Kn opérant dans les conditions fixées ci-dessus, une digestion 
de la gélatine par la trypsine, en présence de sérum sanguin, 
on observe une plus ou moins grande acidification du milieu. 
Celle-ci est en raison inverse de la quantité de sérum pour un 
sérum désigné; pour une méme quantilé de sérums différents, 
elle est en raison inverse du pouvoir antidiastasique de chacun 
deux. | 

Théoriquement, pour une quantité suffisante de sérum, on 
devrait atteindre le zéro d’acidification ; on aurait ainsi 


¢ 
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Voptimum absolu. Or, dans Je cas le plus habituel — sauf excep- 
tion rare — méme pour les sérums trés antidiastasiques 
cheval, cobaye, homme, mouton, il n’y a jamais de zéro d’aci- 
dification. L’acidité acquise, la plus basse, est de 0.c.c. 05 4 
0 c.c. 1 de soude N/10. Pour faible que soit la digestion repré- 
sentée par ces chiffres, elle n’en existe pas moins, et céci nous 
permet de dire que : 

a) ll n'y @ pas, ae @inhibition absolue du ferment 
par le sérum; 

b) Quand une certaine inhibition est réalisée, on ne la dépasse 
pas, quelle que soit la quantité de sérum en présence. 

Au contraire, on peut voir dans certains cas le graphique de 
‘la protéolyse se redresser, aprés avoir atleint un minimum. On 
peut constater ce fait avec le sérum de chien. De ces conelu- 
sions, il résulte que : 

L’ « optimum réel », c'est la plus petite quantilé de sérum qui, 
en présence de lunité tryptique et dans des conditions telles que 
celle-ci épuise normalement son action, entraine Uinhibition 
absolue ou presque absolue de Vunité tryptique. Cette plus petite 
quantité de sérum est déterminée par [essai pour lequel [acrdité 
totale acquise au cours dune digestion de 18 heures est la plus 
[aible; exceptionnellement, elle peut étre égale a zéro. 

Voici comment nous déterminons cette troisiéme valeur : 


C. — CONSTRUCTION DU GRAPHIQUE DE LA PROTEOLYSE 


EN PRESENCE DE QUANTITES VARIABLES DE SERUM SANGUIN 


Aprés 18 heures d’étuve, on titre Pacidité totale acquise. On 
peut faire celte opération en deux temps: chercher d’abord le 
taux de l’acidité libre, puis celui de l’acidité déplacée par le 
formol. En pratique, il est préférable de faire immédiatement la 
recherche de l’acidité totale. 

On portera alors en ordonnées les quantités de soude N/J0 
nécessaires A la neutralisation totale de chaque essai, en abscisses 
on porte la quantité de sérum en action. 

Nous faisons seulement le graphique des doses nécessaires a 
la recherche de l’optimum, le graphique pour le « seuil 
paraissant sans intérét. | 


[s) 
w 
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Voici comment!’on pratique l opération en deux temps : . 

4° Acidité libre. — Au bout d’une heure (recherche du seul), 
aprés 18. heures (recherche de l’optimum), on additionne chaque 
essai de V gouttes de solution alcoolique de phénolphtaléme a 
1 p. 100; om ajoute par gouttes la solution décinormale de 
soude,’on s’arréte au virage rose ou violet faible. 

2° Acidité libérable par le formol. — A Vessai qui vient de 
servir a la recherche de l’acidité libre, on ajoute 10 cent. cubes 
dune solution de formol 4 40 p. 100 diluée de moitié avec de 
l’eau distillée et neutralisée, jusqu’au virage rose trés pale, ala 
phénolphtaléine. On vérifie chaque fois la neutralité de cette 
solution. Si on dépasse le virage, on revient a la neutralité 
par l’addition d’une petite quantité de formol non neutralisé. 


Lacidité libérée par le farmol est tatrée comme cr-dessus. 
L’acidité libre +--+ Vacidité formol donnent l’acidité totale. 
L’acidilé totale acguise est faite de l'acidité totale diminuée de 
Yacidité libre et de l’acidité formol préexistantes dans /e test et 
le sérum en présence. 

En pratique, il est inutile de caiculer les deux acidités, 
on cherche directement lacidité totale. 

Je donne ci-dessous les résultats obtenus dans la.recherche 
des valeuxs limites d’un sérum de cobaye. 


/ 
Recherche du seuil (aprés 1 heure, a 41°). 
TEMPS 
ACIDITE LIBRE |ACIDITE FORMOL]ACIDITE TOTALE a6 
QUANTITE DE SERUM acquise en acquise en acquise en GELIFICATION 
|c.c. NaOH N/10]¢. c. NaOH N/10]c. c. NaOH N/10 oo 
minutes 
0 c.c. 001 0,475 0,775 0,250 ro) 
Ore; (002 0,175 0,75 : 0,225 43 
0 c.c. 003 0,45 0,725 0, 455 42 
0 -¢.c. 004 0,45 0,725 105175 10 
0 c.c. 005 _ 0,12 0,7 0,120 8 
Témoin trypsine. 0,2 0,775 0,275 co 
Témoin NaCl. 0,075 0,625 _— 3 
Témoin NaCl. 0,075 0,625 — 3 


D’aprés la définition que nous avons donnée du « seuil », 
cette valeur est représentée ici par 0 c.c. 002. 


G 


vi 
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4 
Recherche de loptimum réel (apres 18 heures, a 41°). 


SERRE BERS SESE ALS AR ESSE SA SS STE SUSE SES SNOT A SSS 1 A PEE ETI MBL NE | TR SN EA A, 


, ‘ TEMPS 

ACIDITE LIBRE |ACIDITE FORMOL|ACIDITE TOTALE ae 
QUANTITE DE SERUM acquise en acquise en acquise en GNLIFICATION 

c c. NaOH N/10|c.c. NaOH N/10|c. c. NaOH N/10 ha 

x : minutes 
Qc..c. 04 0,6 lees 4.219 A) 
Overc. 02 0,5 4,25 R25 i) 

@ e€2c. 03 0,5 12 1,075 20 
Oc.c. 04 0,4 ak OFS ee) 
OR CROHOS 052 0,75 0,325 ol 
0 ce. 06 0,1 0,7 0,475 12 
0 c.c. 07 0,1 0,675 0,150 8 

0 c.c. 08 0,075 0,675 0,125 Cue s. 

One €. 09 0,075 0,675 0,425 6 
O ¢.c.4 0,075 0,650) 0 i) 
OG. Cy AZ 0,075 Oe 0 5 
0 c.c. 14 0,075 Ot 0 5 
Orecey AG 0,075 0,75 0,05 6 
Témoin trypsine. 0,6 125 q 205 ~ 
— 0,1 sérum. 0,075 0,65 —~ 5 
— 0,15 sérum. 0,075 0,7 — 6 
— NaC 0,075 | 0,55 — 5 


Dans cet exemple, l’optimum réel est marqué par une acidifi- 
cation nulle; cet optimum est égal' a 0 ¢.c..1; optimum 
approché serait 0 v.c. 07. Le pouvoir antitryptique de ce sérum 
est donc défini par les 3 valeurs : 


itor DUNS oe ay Ome, cee ee sapetdia seal Gh Ee, ex, See 0 c.c. 002 
OppimUMear py PROCS wry cme eects. ls, ob eseye teu: (ONCE 071 
Op cyMNTIeKe ee see Ge. (Sie ean te Re ee EOC at 


Il serait sans intérét de multiplier les tableaux de ce genre. 
Il faut évidemment toujours établir ceux-ci; on construira le 
graphique d’aprés leurs données. 


Je présente ci-contre (PI. I, II, HI, 1V) un certain nombre 
de graphiques concernant les sérums de cheval, d’homme, de 
cobaye, de mouton, de lapin, de chien, d’anguille et de poule, 
ces deux derniers seulement & titre d’indication générale. 

Le graphique étant tracé, il faut en faire la lecture. Celle-ci 
permettra de classer deux sérums, d’aprés l'analyse de leur 
graphique de proléolyse. Trois points sont importants a con- 
sidérer : 


* 
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to 
= 


4° Le taux de l'acidification en présence de 0c.¢. O01 de sérum ; 

2° La situation des points critiques, ¢est-a-dire le numero des 

essais pour lesquels i/ y a une chute importante de Vacidification 
comparée a celle de essai immédiatement précédent ; 

3° L'acidité la plus basse obtenue; elle donnera VP « pee 
réel. ». 

D’une facon générale on note l’allure du graphique, et I’ on 
peut comparer l’acidification d’autres essais homologtes. De 
ces graphiques il résulte un fait important, celui-ci : Pour les 
sérums de cheval, cobaye, mouton, homme, chien, optimum 
réel est compris entre 0 c.c. 07 —0c.c. 1. 

Le volume de sérum mesurant |’ « optimum réel » est com- 
patible avec une trace de digestion, elle se traduit par une acidi- 
fication neutralisée par : 0c.c. 05 —0c.c.4 de soude N/10. 

Dans les graphiques ci-contre nous avons en ordonnées l'aci- 
. dité totale acquise, calculée en cent. cubes de NaOH N/10 et en 
abscisses les volumes de sérum. 


III 


APPLICATION 
DES DONNEES PRECEDEMMENT ETABLIES A L’ETUDE COMPAREE 
DU POUVOIR ANTITRYPTIQUE DE PLUSIEURS SERUMS 


Les résultats exposés au cours des deux chapitres précédents 
montrent que pour caractériser la valeur antitryptique d’un 
sérum : trois valeurs au moins doivent étre déterminées, 
le seuil et les optima. Pour le sérum normal d’animaux de 
méme espéce ces valeurs sont sensiblement constantes. Nous 
en avons fixé les variantes possibles pour l’homme; le cobaye, 
le cheval, le mouton, le chien, le lapin, la poule. Comme nous 
le savons (voir page 10) la valeur moyenne de |’ « optimum 
approché » est égale pour les quatre premiéres espéeces a 
0c. c. 05 avec une variation en deca ou au dela égale & 0c... 01. 

Cette valeur comme les deux autres (nous parlons de Vop- 
timum approché parce qu'elle est la plus importante) est 
élablie en fonction du volume du sérum. 

Dans la recherche des constanles antilryptiques du sérum 
_ dune espéce animale nous ne faisons intervenir la notion de 
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temps que dans les limites extremes de l’action de l'unité tryp-. 
lique : le début et la fin; nous négligeons les stades intermé- 
diaires dont l’examen ne répond pas a notre demande : 
recherche de la valeur inhibitrice. 

D’une fagon générale I’évaluation numérique des trois valeurs 
considérées satisfait & ce qu’on attend de la mesure des pro- 
priétés antitryptiques d’un sérum. Elle permet de classer le 
sérum comme normal ou non et, dans cette derniére possibilité, 
elle indique le sens de la variation et chiffre celle-ci. 

Il est néanmoins des exemples, particulitrement lorsqu’il 
s'agit de comparer l’action de différents sérums d’une méme 
espéce animale, ou nous pouvons désirer une analyse plus fine 
de leur action antiprotéolytique. 

Dans ce but on concoit que la notion de temps doit intervenir 
dans la conduite de lexpérience; elle est méme ici capitale; 
aussi, dans J’application a l’étude comparée de l’action anti- 
tryptique de plusieurs sérums des données*établies précédem- 
ment on procédera de la facon suivante : 

1° Détermination des constantes d’espéce : seuils et optima; 

2° Détermination pour un ou plusieurs volumes déterminés 
de chaque sérum du mouvement de la protéolyse. Construction 
des courbes selon les données recueillies. 

Le choix du ou des volumes de sérum & opposer a l’action 
lryptique est important. I] va de soi que ce volume ne sera 
pas celui d’une valeur limile, puisque ce que nous cherchons 
en résumé, c’est la valeur propre des volumes intermédiaires 
- aux volumes limites. 

Exempre. — Soit a déterminer la valeur antitryptique de 
deux sérums humains : Sérum A, Sérum B. 

1° Recherche du seuil (voir page 22). 

2° Recherche des optima (voir page 23). 

La premiére recherche nous donne 0,002 pour les deux 
sérums. La seconde donne : 

Sérum A = 0,06 
Sérum B = 0,05 


eee Pee es es 
SCUUMMe eam eee Ss 0.0% 


Optimum approche. 


Optimum réel . . 


Dans ce cas nous pouvons dire déja que le pouvoir antitryp 
tique du sérum B est: plus fort que celui du sérum A. 


| Wee ; 4 eo ks) 
Jerum en centiémes de CC. 


Grapnigue 16. — Etabli selon les données du paragraphe B, chapitre u, 
le sérum A était un sérum normal, 
le sérum B un sérum posilif 4 la réaction de Wassermann. 


Les deux. graphiques ci-dessus le démontrent d’ailleurs 
nettement. L’étude du mouvement de la protéolyse en présence 
de 0,04 et 0,03 de chaque sérum rend cette conclusion absolue. 
Dans cette derniére recherche on procéde comme suit : 


ec, Sérum jA Sérum | B 
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4 
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of? oka) As \ 74) iy 
a) @ z 
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49 Keo: 
os | | + Q 1 
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03 ain 
0% 4 ah Ay 4 cs 
7 \4 Fa . > =sarecpum 
04 2 , = ie 0.03 Ser 
— = Ce 
Vv a | Higa iy | 
4 ° at 
1 paces ieee pes 7 8 Cae 2 ee ys 5 [Wy AS SG) 
Grapuique 17. — Courbes établies selon les données du paragraphe A, 


chapitre 1. 
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On fait agir de chaque sérum 0,01 et 0,03 sur l'unilé tryp- 
tique en présence de l’unité de test & 41°. On suit pendant les 
sept premiéres heures le’ mouvement de la protéolyse dans 
chaque cas ; on construit les courbes. (Courbes 17). L’allure de 
celles-ci permettra de se prononcer définitivement sur la valeur 
antitryplique comparée des sérums en élude. 


CONCLUSIONS 


Laction suireyp aga du sérum sanguin na pas été géné- 
ralement étudiée jusquici avec des méthodes suffisamment 
rigoureuses. 

Ce mémoire a pour but de aie une méthode précise 
susceptible de donner au pouvoir antitryptique d’un sérum 
une représentation numérique, objective, réelle, en méme temps 
qu'une représentation graphique. 

Les recherches exposées ici ont eu pour objets les sérums 
normaux de quelques Mammiféres : homme, cheval, cobaye, 
mouton, chien, lapin; d’un poisson: l’anguille; d’un oiseau : 
la poule. 

Elles constituent les données fondamentales sur lesquelles 
notre expérimentation peut désormais s’appuyer. 

En dehors de l’exposé proprement dit de la méthode 
suivie et des résultats de son application sur les sérums nor- 
maux, il ressort de ce mémoire quelques faits de portée géné- 
rale; ils concernent : 


a) La digestion tryptique de la gélatine; 

6) Le rapport trés étroit existant entre les sérums de Mam- 
miféres relativement a leur pouvoir antitryptique absolu ; 

c), La non-intervention des lipoides du sérum dans la genése 
du pouvoir antitryplique de ce liquide; les sérums des ani- 
maux qui, comme |’anguille et la poule, sont riches en lipoides 
se montrent en effet le plus faiblement antitryptiques (1). 


Parisi: octobre 1918. . 


(1) Pour la teneur du sérum sanguin en lipoides, consulter : Mayer el 
Scuagrrer; Jour. de Physiol. et de Pathol. gén., 1913, p. 984. 


LA DIFFUSIBILITE DU VIRUS RABIQUE 


par P. REMLINGER. 


Les expériences sur lesquelles on pouvait s’appuyer pour 
avancer que le virus rabique — virus fillrable — était également 
un virus diffusible, c’est-’-dire susceptible de se propager de 
proche en proche comme le sucre dans l'eau ot il se dissout ou 
comme la matiére colorante dans le tissu qu’elle imprégne, ces 
expériences étaient, jusqu’a maintenant, tout au moins a notre 
connaissance, au nombre de trois. 

1° Biijwid (1) prend un cerveau sain de veau; il le recouvre 
d’un cerveau rabique et les place l’un et l’autre & l’obscurité 
au-dessus d’une couche d’acide pyrogallique, dans une 
atmosphére privée d’oxygéne. Quelques jours plus tard, le 
cerveau neuf donne la rage au lapin. L’expérience réussit méme 
ala température de la chambre et si le cerveau sain est remplacé 
par du foie, mais l’absence ou, tout au moins, une tres grande 
diminution d’oxygéne est une condition indispensable a la 
réussite de l’opération. 

2° Aprés avoir répété avec succés cette expérience, Nitsch (2) 
a vu que, semblablement, si on plonge dans l'eau distillée ou 
dela solution physiologique, mais toujours dans une atmosphére 
privée d’oxygéne, un cerveau de lapin rabique, le virus passe 
aprés 23 heures déja dans le liquide. 

3° D’expériences entreprises sur la.virulence comparée de la 
substance grise et de la substance blanche pendant la vie et & 
différents moments aprés la mort du lapin — expériences 
extrémement délicates au sujet desquelles il convient de faire 


(1) Buswap, cité par Nirscn, Expériences sur la rage de laboratoire. Virus 
fixe. 3¢ partie. Bulletin del’ Académie des Sciences de Cracovie, juin 1905. 
(2) Nirsca, Loc. cit. 
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les plus expresses réserves — le méme auteur conclut qu’aux 
premiers stades de la maladie et jusqu’au décés, il existe, au 
profit de la premitre, une différence tres marquée entre la 
virulence de la substance grise et celle de la substance blanche. 
Pour le virus fixe, la substance erise se montrerait de 20 a 
100 fois plus virulente que la substance blanche. Pour le virus 
des rues, la substance grise ne serait qu’environ deux fois plis 
virulente. Aussitét aprés la mort, la substance blanche 
commence & gagner en virulence au détriment de sa voisine en 
sorte que, plus le temps écoulé aprés la mort se prolonge ct 
moins l’écart est considérable. 


Nous avons jugé intéressant de reprendre ces expériences en 
nous plagant dans des conditions moins exceptionnelles. Nous 
étudierons successivement la diffusibilité du virus rabique en 
dehors de l’organisme et dans |’organisme lui-méme. 


DIFFUSIBILITE 


DU VIRUS RABIQUE, EN DEHORS DE L’ORGANISME 


Un ou deux cerveaux de cobaye ayant succombé soit au virus 
fixe, soit au virus de rue sont lavés a eau stérilisée, de facon 
a éliminer le sang ou le liquide céphaio-rachidien qui pour- 
raient leur adhérer, puis immergés dans un pot-ban renfermant 
de la solution de Locke stérilisée également. Le flacon est, 
pendant 1 & 4 jours, laissé 4 l’étuve & 37° ou maintenu a la tem- 
pérature du Laboratoire. La putréfaction s’établit rapidement. 
On passe une fois ou deux le liquide & travers un papier 
Chardin afin de retenir la plupart, sinon la presque totalité des 
micro-organismes qui seraient capables de faire mourir de septi- 
cémie ou de suppuration les animaux inoculés et on linjecte a 
la dose de 243 cent. cubes dans les muscles de la nuque du 
cobaye ou du lapin. Les résultats obtenus sont consignés dans 
le tableau suivant : 
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DATE 


28 déc. 


2 janv. 


7 janv. 


ve 
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QUANTITE 
ET NATURE 


DU VIRUS 


2 cerveaux 
de cobaye. 


Virus de rue. 


1 cerveau 
de lapin. 
Virus fixe. 


1 cerveau 
de cobaye. 


Virus de rue. 


, 1 cerveau 
de cobaye. 


Virus de rue. 


1 cerveau 
de cobaye. 


Virus de rue. 


1 cerveau 
de lapin 
et 1 cerveau 
de cobaye. 


Virus de rue. 


1 cerveau 
de cobaye. 


Virus de rue. 


41 cerveau 
de cobaye. 
Virus de rue. 


AGE 


DU VIRUS 


2 jours, 


T. ambiante. 


3 jours, 
T. ambiante. 


4 jours, 
T. ambiante. 


4 jours, 
T. ambiante. 


3 jours, 
T. ambiante. 


4 jours, 
T. ambiante. 


1 jour, a 37° 


3 jours, a 37° 


MODE 


D INOCULATION 


ET DOSE 


Cob. Muscles 
de la nuque. 


Cob. Muscles 


Lap. Muscles 
de la nuque. 
3 C..C: 
Lap. Muscles 
de la nuque. 
3 C.C. 


Cob. Muscles 


de Ja nuque. 
3 CC. 

Cob. Muscles 

de la nuque. 
3... 


Cob. Muscles 
de la nuque. 


2 c.c. et demi. 


Cob. Muscles 
de la nuque. 


2 c.c. et demi. 


Cob. Muscles 
de la nuque. 


2c.c. et deurl. 


de la nuque. 
2 ¢.¢: et, demi. 


RESULTATS 
de 


L INOCULATION 


Mort de rage. 


A résislé, 


A résisté. 


A résisté. 


Mort de rage. 


Mort de rage. 


A résisté.- 
A résisté. 


Mort 
de septicémie 


2 c.c. et demi.}le surlendemain. 


Cob. Muscles 
de la nuque. 


2 c.c. et demi. 


Cob. Muscles 
de Ja nuque. 
2 CC: 
Cob. Muscles 
de la nuque. 
2 ©.1C. 


Cob, Muscles 
de la nuque. 
2 ENC. 
Cob. Muscles 
de la nuque. 
DTC. 


Cob. Muscles 
de la nuque. 
Pyne eacs 
Cob. Muscles 
de la nuque. 
ZC. 


Mort de rage. 


résisté. 
résisté. 
résisté, 
résisté 
résisté. 


résisté. 


SIE: 
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10 


14 


42 


eS) 


14 


15 


41 jany. 


11 janv. 


14 janv. 


17 janv. 


17 janv. 


{19 janv. 


20 janv. 


\ 
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QUANTITE 
ET NATURE 


_ DU VIRUS 


2 cerveaux 
de cobaye. 
Virus de rue. 


2 cerveaux 
de cobaye. 
Virus de rue. 


4 cerveau 
de lapin. 
Virus de rue. 


4 cerveau 
de cobaye. 
Virus de rue. 


2 ceryeaux 
de cobaye. 
Virus de rue. 


2 cerveaux 
de lapin. 
Virus de rue. 


41 cerveau 
de cobaye. 
Virus de rues 


AGE 


DU VIRUS 


re 


2 jours, a 37° 


37° 


1 jour, a 


2 jours, A 37° 


wv 
I 
(>) 


2 jours, a 
me 


37° 


4 jour, a 


2 jours, 


2 jours, a 


a 


MODE 


D INOCULATION 


ET’ DOSE 


Cob. Muscles 
de la nuque. 
2nG. Cs 
Cob. Muscles 
de la nuque. 
2G; Cs 


Cob. Muscles 
de la nuque. 
DG4: 
Cob. Muscles 
de la nuque. 
A (ea(GA 


Cob. Muscles 
de la nuque. 
2 £.C. 
Cob. Muscles 
de la nuque. 
24G:C: 


Cob. Muscles 
de la nuque. 
2 C.c. 
Cob. Muscles 
de la nuque. 
ORO 


Cob. Muscles 
de la nuque. 
BiG. Gs 
Cob. Muscles 
de la nuque. 
oECuG: 


Cob. Muscles 
de la nuque. 
2 C.'; 
Cob. Muscles 
de la nuque. 
2 CAG. 


Cob. Muscles 
de la nuque. 
2aGaCs 
Cob. Muscles 
de la nuque. 
PAO OS 


RESULTATS 
de 


L’ (INOCULATION 


A résisté. 
A résisté. 


N 
Mort 
de septicémie 
le surlendemain 
Mort 
de.septicémie 
le surlendemain. f 


A résisté. 


A résisté. 


. 


Mort de rage. 


A résisté. 


Mort de rage. 
Mort de rage. 
A résisté. 


A résisté. 


A résisté. 


A résisté. 


Ainsi, le plus grand nombre des animaux inoculés demeure 
30). Un trés petit nombre (3 sur 30) 


bien portant (20 sur 


succombe le Jendemain ou le surlendemain de l’inoculation a 
une septicémie. D’autres'(7 sur 30) succombent a la rage. Voici 
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du reste le détail des observations dans lesquelles un résultat 
positif a été obtenu : 


Oss. 1. — Le 25 décembre, deux cerveaux de cobaye ayant succombé au 
virus de rue sont lavés A l'eau physiologique puis immergés dans un flacon 
de sérum de Locke. Celui-ci est conservé dans la chambre noire des moelles 
a la température ambiante (1). Le 27, aprés deux jours, la putréfaction est 
trés marquée. Le liquide est filtré & travers un papier Chardin puis inoculé 

“a la dose de 2 cent. cubes 1/2 chaque fois dans les muscles de la nuque de 
- deux cobayes. Le 8 janvier (12° jour) l'un de ces animaux présente une para- 
lysie A marche rapide; le soir, il est déja couché sur le coté et agonise. Il est 
trouvé mort le 9 au malin. Le bulbe est inoculé sous la dure-mére d'un 
lapin. Celui-ci présente le 16 janvier (8¢ jour) une rage paralytique type a 
évolution normale et meurt le 18, au 10e jour. Le second cobaye est demeuré 
bien portant. 


Oss. I]. — Le 24 décembre, un cerveau de cobaye mort de rage a virus de 
rue est lavé a l’eau stérilisée puis conservé pendant 4 jours dans du liquide 
de Locke, 4 l’obscurité et A la température ambiante. Le 28 décembre, la 
putréfaction est intense. On filtre le liquide 4 travers un papier Chardin et 
on l’'inocule 4 la dose de 3 cent. cubes chaque fois dans les muscles de la 
nuque .de deux cobayes. Le 3 janvier (11° jour) Pun de ces animaux présente 
lessymptomes d'une rage paralytique 4 marche rapide. Bientot, il se couche 
sur le colé, agonise et meurt. Son bulbe est inoculé sous la dure-mére d’un 
lapin. Le 16 janvier (7° jour) celui-ci présente les symptomes caractéristiques 
@une rage paralytique a laquelle il succombe le lendemain (8¢ jour). 

Le deuxiéme cobaye demeure bien portant jusqu’au 26 janvier (29° jour). A 
celte date, il est trouvé mort le matin, alors que, la veille, il n’avait altiré 
Vattention par aucun symptdéme (2). Son bulbe est inoculé sous la dure-mére 
dun lapin. Celui-ci, suspect le 3 février (8° jour), est complétement paralysé 
le lendemain. Le soir, il est déja couché sur le cété. Il meurt dans la journée 
du 5 février (10° jour). 


Oss. III. — Le 30 décembre, un cerveau de cobaye mort de rage des rues 
est mis dans du liquide de Locke et conservé a l’obscurité pendant 3 jours. 
Le 2 janvier, la putréfaction est trés avancée. Le liquide est passé a travers 
un papier Chardin et inoculé a raison de 2 cent. cubes 1/2 par animal dans les 
muscles de la nuque de deux cobayes. L’un d’eux présente le lendemain les 
symptomes d'une septicémie & laquelle il succombe le 4-janvier. L’autre — 
demeure trés bien portant jusqu’au 17 janvier. Il est trouvé mort le 17 au 
matin (15¢ jour). Son bulbe est inoculé dans le cerveau d’un lapin. Le-25 janvier 
(8° jour) celui-ci cesse de manger; le soir, il présente un commencement de 
paralysie. Complétement paralysé le lendemain (9° jour) il succombe le 27 
(10° jour) & une rage classique. 


Oss. IV. — Le 15 janvier 1917, le cerveau d'un cobaye mort dela rage des 
rues est mis dans du liquide de Locke et conservé pendant 2 jours 4 l’étuve 


(1) Nous avons renoncé depuis longtemps a l’étuve A 20-220. 


(2) P. Remuncgr. Contribution a étude de la rage du Cobaye. Ces Annaies, 
t. XXX, p, 537-570. 
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a-37°. Le 147, la putréfaction est intense. La solution de Locke est filtrée 4 
travers un papier Chardin et inoculée dans les muscles de la nuque de deux 
cobayes a raison de 2 cent. cubes par animal. L’un d’eux est demeuré vivant 
et bien portant. L’autre présente, le 26 janvier (9° jour), une paralysie du train 
postérieur de caracttre nettement rabique qui ne tarde pas a gagner le 
train antérieur. L’animal est sacrifié pour une expérience un peu ayant sa 
mort. Le bulbe est inoculé sous la dure-mére d’un lapin. Celui-ci, suspect le 
2 février (7° jour), présente le lendemain et le surlendemain tous les sym- 
ptomes de la rage paralytique A laquelle il succombe le 5 (10° jour). 


Oss. V. — Le 16 janvier, deux cerveaux de cobayes morts de rage a virus 
de rue sont plongés dans du sérum de Locke. Le flacon est mis A l’étuve 
a 37°. Le lendemain 17, la pulréfaction est peu marquée. Le liquide dégage 
seulement une odeur un peu fade. On passe & travers un papier Chardin et 
on inocule deux cobayes dans les muscles de la nuque a raison de 3 cent. 
cubes par animal. Le 29 janvier (12° jour ils présentent l'un et l'autre une 
rage paralylique caractéristique et de symptomatologie identique. La marche 
de la maladie est trés rapide (il s'agit de tous jeunes cobayes). Le soir, ils 

‘sont déja agonisants et on les trouve morts l'un et l’autre le 30 janvier au 
matin (13¢' jour). Les deux bulbes servent a faire des passages. Les deux 
lapins, inoculés sous la dure-mére, présentent dés le 5 février (6¢ jour) les 
premiers symptOmes dune rage paralytique classique a laquelle ils 
succombent respectivement les 7 et 8 février (8° et 9¢ jours). 


Comment ce passage du virus dans le liquide de Locke doit-il 
étre interprété? Il ne semble pas que ce puisse étre comme une 
culture puisque, a trois reprises, nous l’avons vu s’effectuer a la 
température trés basse de 10°-15°, mais comme une simple 
diffusion. Nous avons du reste obtenu avec la vulgaire eau 
salée & 8 pour 1.000 — maintenue méme 4 la glaciére dans 
une observation — des résultats analogues quoique légérement 
inférieurs (3 animaux morts de rage sur 30 inoculés). Il était 
procédé absolument comme dans la série d’expériences précé-_ 
dentes. Le cerveau d’un cobaye ou d’un lapin mort de rage 4 
virus de rue ou a virus fixe élait mis dans un flacon contenant 
de Veau physiologique. Le tout était déposé & la glaciére, a 
l’étuve A 37° ou dans la chambre de dessiccation des moelles 
(obscurité, température ambiante). Aprés 1 a 3 jours, le liquide 
élait passé a travers un papier Chardin et inoculé sous la peau 
du ventre ou dans les muscles de la nuque du lapin ou du 
cobaye. Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau 
- suivant : 


Nos 
_ D’ORDRE 


Hs 


oo 


DATE 


4 124 oct. 


128 oct. 


24 nov. 


26 noy. 


30 noy. 


jer déc. 


bo 


2 déc. 


3 déc. 


déc. 
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QUANTITE 


ET NATURE 


DU VIRUS 


4 cerveau 
de cobaye. 
Virus fixe. 


4 cerveau 
de cobaye. 
Virus de rue. 


4 cerveau 
de cobaye. 
Virus de rue. 


1 cerveau 
de lapin. 
Virus de rue. 


1 cerveau 
de lapin. 
Virus fixe. 


4 cerveau 
de lapin. 
Virus fixe. 


uf cerveau 
de lapin. 
Virus fixe. 


1 cerveau 
de cobaye. 
Virus de rue. 


1 cerveau 
de lapin. 
Virus fixe. 


J 


AGE 


DU VIRUS 


2 jours, a 


2 jours, 
ala 
glaciére. 


3 jours, a 


3 jours, 
a la 
glaciére. 


1 jour, 


bo 


jours, a 


3 jours, a 


1 jour, 


4 jours, a 3 


a" 


ase 


37° 


wo 
— 
o 


MODE RESULTATS 


D INOCULATION de 


L’ INOCULATION 


ET DOSE 
Lap. Peau | Mort de rage. 
du ventre. 

2EC3G; 


Lap. Muscles | Mort de rage. 
de la nuque. 
2 €.C. 
Lap. Peau A résisté. 
du ventre. 

2 ¢.C. 
Cob. Peau 
du ventre. 

ZC. 


A résisté. 


Lap. Muscles A résisté. 
de la nuque. 
3 (CC. 
Cob. Muscles. 
2 C.C. 


Mort 
de septicémie. 


Lap. Muscles} Mort de rage. 
de la nuque. 
Bence 
Lap. Muscles A résisté. 
de la nuque. 
3 6.C. 
Lap. Muscles 
de la nuque. 
D€.€. 


A résisté. 


Lap. Muscles résisté. 
de la nuque. 
S5CxC,. 
Lap. Muscles 
de la nuque. 
0 ©.C. 


résisté. 


Lap. Muscles 
de la nuque. 
3 CuGy % 

Lap. Muscles résislé. 
de la nuque.’ x 
d| Gag, 


résisté. ‘ 


Cob. Nuque. résisté. 
2 ICC. 
Cob. Nuque. 


DuGaes 


résisté. 


Lapin. Nuque. A résisté. 


DCG 


vs 


Y 
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i QUANTITE MODE RESULTATS 
sa 
6) DATE | eT NATURE D’ INOCULATION de 
ss DU VIRUS ET DOSE L'INOCULATION 
10 | 3 déc. | ~4 cerveau | 2:jours, a 37°] Cob. Nuque. | A résisté. 
de cobaye. 21. Ce 
Virus de rue. | Cob. Nuque. A résisté. 
VAN ee 
4 | 6 déc. 1 cerveau Cob. Nuque. A résisté. 
: de cobaye. 2 €.€. 
Virus fixe. Cob. Nuque. Mort 
Dalu. de septicémie. 
12) 7 déc. 1 cerveau Cob. Nuque. A résisté. 
de cobaye. L Ce. 
® Virus fixe. Cob. Nuque. Mort 
2CAGC. de septicémie. 
431 7 déc. 1 1 cerveau Cob. Nuque. A résisté. 
de lapin. Biucee. 
Virus fixe. Cob. Nuque. A résisté. 
3 .'C. : 
44) 8 déc. | 1 cerveau Cob. Nuque. A résisté. 
de cobaye. Daas 
Virus fixe. Cob. Nuque. | A résisté. 
3 ¢..¢. 
15.4.9 déc. 1 cerveau Cob. Nuque. A résisté. 
de lapin. BuCRC: 
Virus fixe. | Cob. Nuque. A résisté. 
‘ Scare. 
16 |}11 déc.| 4 cerveau Cob. Nuque. A résisté. 
de lapin. SAO! 
Virus fixe. Cob. Nuque. A résisté. 
SGC 


Ainsi, sur 30 animaux inoculés, 24 ont survécu; 3 sont 
morts de septicémie ; 3 ont succombé 4 la rage. Voici le détail 
.des expériences dans Jesquelles un résultat positif a été 
obtenu. 


Oss. VI. — Le 22 octobre, le cerveau d’un cobaye ayant succombé au virus 
fixe est mis dans de l'eau physiologique et conservé jusqu’au surlendemain 
a Pétuve 4 37°. A ce moment, la putréfaction est déja trés marquée. On passe 
successivement a travers trois mousselines et on injecte 2 cent. cubes du 
filtrat dans les muscles de la nuque d’un premier lapin el sous la peau du 
ventre d’un second. 

Le premier présente les premiers symptémes de rage le 10 novembre 
(17¢ jour). Il est franchement paralysé le 11 et meurt le 12 au soir (19° jour). 


\ 
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Un lapin inoculé sous la dure-mére avec son bulbe meurt de rage paraly- 
tique le 22 novembre (9° jour). 

Le lapin inoculé sous la peau commence a présenter, le 14 novembre 
(21e jour), sous forme de tristesse et d’inappétence, les premiers symptomes 
de la rage. Le lendemain, il est paralysé et on assiste 4 l’évolution dune 
rage paralytique classique 4 laquelle il succombe le 17 (24° jour). Un lapin 
est, pour plus de streté, inoculé avec le bulbe. Premiers symptomes de rage 
le 26 novembre (9° jour). Mort le 29 (12® jour). 


\ 


Oss. VII. — Le 23 novembre, Je cerveau d’un lapin mort de rage des rues 
est mis dans de l’eau physiologique et conservé a la glaciére jusqu’au 26. A 
cette date, ’eau salée est passée a travers trois étoffes de mousseline et 
inoculée 4 la dose de 3 cent. cubes dansles muscles de la nuque d’un lapin. — 
Le 8 décembre (12° jour) début d’une rage paralytique a laquelle l’animal 
succombe le lendemain soir. Le bulbe est inoculé par trépanation 4 deux 
lapins. Tous deux présentent le 17 (8¢ jour) les premiers symplomes d’une 
rage paralytique classique a laquelle ils succombent le 19 (4ge jour). 


A la lecture des observations qui précédent, une objection se 
présente naturellement & l’esprit. Ainsi que nous l’ayons vu, 
dans le liquide de Locke comme dans l'eau physiologique, les 
cerveaux se putréfient rapidement. Ne. peut-on pas supposer 
dés lors que la putréfaction améne une désintégration de la 
substance nerveuse & la faveur de laquelle celle-ci passerait 
dans le liquide, entrainant le virus a sa suite? Les expé- 
riences précitées prouveraient donc simplement que le virus 
traverse le papier Chardin, ce qui n’a nullement besoin d’étre 
démontré. Cette interprétation — la premiére que nous ayons 
donnée nous-méme de nos résultats positifs — parait détruite 
par les deux constatations suivantes : 

1° La putréfaction du cerveau rabique est au moins aussi 
rapide dans l’huile d’olive ou Vhuile d’ Argan (1) que dans l'eau 
physiologique ou le sérum de Locke. Or, nous immergeons 
dans l’une ou l’autre de ces deux huiles des cerveaux de lapin 
ou de cobaye ayant succombé au virus de rue ou au virus fixe. 
Les flacons sont, de méme que dans les expériences précé- 
dentes, conservés plusieurs jours & la glaciére, & la tempéra- 
ture ambiante ou a l’étuve a 37°, L’huile est alors passée & tra- 
vers une mousseline et inoculée & des doses variant de 10 a 


(1) Huile extraite du fruit de l’arganier (Argania siderorylon), arbre trés 
répandu dans le Sud marocain. 


. 
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20 cent. cubes dans les muscles de la nuque du lapin ou du 
cobaye. Aucundes animaux traités ne prend la rage; 


2° Nous supprimons la putréfaction en immergeant les cer- 
veaux dans de la glycérine dont M. Roux a, comme on sait, 
fait connaitre les propriétés éminemment conservatrices & 
Pégard du virus rabique. Les flacons sont conservés plusieurs 
jours & la glaciére, & la chambre noire ou & I’étuve; aprés 
quoi, la glycérine est passée a travers une étoffe ou un filtre de 
papier gris et injectée & la dose de 5 cent. cubes dans les 
muscles de lanuque du cobaye, ala dose de 10-12 cent. cubes dans 
les muscles de la nuque du lapin. Le tableau ci-dessous montre 
que le virus diffuse dans la glycérine (I’hypothése d’une cul- 
ture dans ce milieu ne saurait naturellement étre envisagée) 
plus fréquemment que dans le sérum artificiel ou la solution 
de: Locke. 


3 QUANTITE MODE RESULTATS 
oon AGE 
7 &| DATE | pr NATURE bD "INOCULATION de 
S DU VIRUS 
DU VIRUS ET DOSE L’ INOCULATION 
4149 oct.) 4 cerveau 3 jours, Cob. Nuque. Mort _ 
de,gcobaye. | a la glaciére. DECC: le lendemain. 
Virus de rue. 
271 23 oct.| 1 cerveau 5 jours, Lapin. Nuque. A résisté. 
de cobaye. | a la glaciére. 40 c.c. 
Virus fixe. 
3 | 23 oct.| 1 cerveau 5 jours, Cob. Nuque. A résisté. 
de cobaye. | a la glaciére. 5 en€. 
Virus fixe. 
4 | 23 oct.| 41 cerveau | 3 jours, a 37°/Lapin. Nuque. A résisté. 
de cobaye. AOECLC: are 
Virus de rue. Cob. Nuq. 5c.¢ A résisté. 
5 | 24 oct.| 4 cerveau 4 jours, Lapin. Nuque. A résisté. 
de cobaye. | a la glaciére. 10 c.¢. 
Virus de rue. 
6 | 26 oct.} 4 cerveau 5 jours, Lapin . Nuque A résisté. 
de cobaye. obscurité. NOV ESC. 
Virus fixe. 
7 | 28 oct.) 4 cerveau {+ 5 jours, Lapin. Nuque. A résisté. 
de lapin. a la glaciére. LOS ec... 


Virus fixe. 


ihe 
& E DATE 
A 
6 | 28 oct. 
9 |} 12 nov. 
t0 | 16 nov.} 
14. | 17 nov. 
12 | 18 nov. 
43 | 19 nov. 
14 | 24 nov. 
| 
415 | 2 nov. 
| 146 | 22 nov. 
AT | 23°dec: 
418 | 21 déc. 
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QUANTITE 
( ET NATURE 


DU VIRUS ~ 


4 cerveau 
de cobaye. 


Virus de rue. 


8 cerveaux 
de cobaye. 


Virus de rue. 


8 cerveaux 
de cobaye. 


Virus de rue. 


Yj 


4 cerveaux 
de lapin; 
3 cerveaux 
de cobaye. 


Virus de rue. 


7 cerveaux 
‘de lapin 
ou de 
cobaye. 


Virus de rue. 


7 cerveaux 
de lapin 
ou de 
cobaye. 


Virus de rue. 


7 cerveaux 
de lapin 
ou de. 
cobaye. 


Virus de rue. 


8 cerveaux 
de lapin 
ou de 
cobaye. 


Virus de rue. 


8 cerveaux 
de lapin 
ou de cob. 


Virus de rue. 


8 cerveaux 
de lapin 
ou de cob. 


Virus de rue. 


2 cerveaux 
de cobaye. 


Virus de rue. 


AGE 


DU VIRUS 


3 jours, 
obscurité. 


2 a 8 jours, 
obscurité. 


6 a 12 jours, 
obscurité. 


2 a 5 jours, 


obscurité. 


3 a 6 jours; 
obscurité. 


4 a 7 jours, 


obscurité. 


7 a 9 jours, 
obscurité. 


1 a 2 jours, 
a 37° 


3 a 4 jours, 
A 37° 


6 jours, 
obscurité. 


MODE 


D INOCULATION 


ET DOSH 


Cob. Nuque. 


Cie 


Lapin. Nuque. 
10 c.c. 


Lapin. Nuque. 
20! C6. 


Lapin. Nuque. 
10 €.¢, 


Lapin. Nuque. 
N26. 


Lapin. Nuque. 
8 €.¢. 


Lapin. Nuque- 


HOV EsCe 


Lapin. Nuque. 
10 c.c. 


Lapin. Nuque. 
10 c.c. 


Lapin. Nuque. 


10 c.¢. 


Lapin. Nuque. 
12 c.¢. 


RESULTATS 


L’ INOCULATION 


le jour méme. 


Mort de rage. 


le jour méme. 


Mort de rage. 


le lendemain. 


de 


Mort 


Mort 


Mort 


A résisté. 


A résisté. 


A résisté. 


A résisté. 


A résisté. 


f 


A résisté.) ' 


LA DIFFUSIBILITE DU VIRUS RABIQUE 


39 


a Sl EE 


Nos 


D’ORDRE 


, 20 


22 


26 


27 


28 


DATE 


23 déc. 
24 déc. 
25 ‘déc. 
26 déc. 


29 déc. 


27 jany. 
27 jany. 
27jany. 
27 janv. 
ow lev 


3 fév. 


QUANTITE 
‘ET NATURE 


DU VIRUS 


2 cerveaux 
de cobaye. 
Virus de rue. 


6 cerveaux 
de cobaye. 
Virus de rue. 


6 cerveaux 
de cobaye. 
Virus de rue. 


4 cerveaux 
de cobaye. 
Virus de rue. 


Plusieurs 

cerveaux 

de lapin 
et de cobaye. 
Virus fixe et 
virus de rue. 


7 cerveaux 
de cobaye 
Virus de rue. 


7 cerveaux 
de cobaye. 
Virus de rue. 


7 cerveaux 
de cobaye. 
Virus de rue. 


7 cerveaux 
de cobaye. 
Virus de rue. 


5 cerveaux 
de cobaye. 
Virus de rue. 


5 cerveaux 
de cobaye. 
Virus de rue. 


AGE 


DU VIRUS 


7 jours, 
obscurité. 


6 a 8 jours, 
obscurité. 


3 a 6 jours, 
obscurité. 


9-jours, 
obseurité. 


Plus 


d'une semaine. 


5 a 8 jours, 
obscurité. 


5 & 8 jours, 
obscurité. 


5 & 8 jours, 
obscurité. 


5 a § jours, 
obscurilté. 


5 a 8 jours, 
obscurité. 


t 


obscurité. 


5 &@ 8 jours; | 


MODE 


D' INOCULATION 


ET DOSE 


AAT ELG: 


Lapin. 
10 ¢.¢. 


Lapin. 
Be Ue 


Cob. Nuque. 


0 C.C. 


Cob. Nuque. 
5: &..C. 


Lapin. Nuque. 
10 ¢.¢. 


Cob. Nuque. 
5 €.c. 


Nuque. 


Nuque. 


RESULTATS 
de 


L’ INOCULATION 


A résisté. 


Mort de rage. 
Mort de rage. 
A résisté: 
Mort de ‘rage. 
Mort 
le lendemain. 
Mort de rage. 
_A résisté. 
A résisté. 

A résisté. 


A résisté. 


Ainsi, sur 30 animaux inoculés, 19 sont demeurés bien por- 
tants, 5 sont morts le jour méme ou le lendemain de l’inocu- 
lation, la glycérine étant, aux doses injectées, parfois mal sup- 
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portée par le lapin ou par le cobaye. Enfin, 6 ont succombé a la 
rage. Voici leurs observations : 


Oss. VIII. — Du 4 au 10 novembre, 8 cerveaux de cobaye morts du virus 
des rues ont été mis dans un flacon de glycérine neutre a 30° Baumé et 
conservés a l’obscurité, Ala température ambiante. Le 12, aprés 2 4 8 jours 
par conséquent, la glycérine est passée successivement a travers trois mous- 
selines et inoculée A la dose de 10 cent. cubes dans les muscles de Ja nuque 
d’un lapin. Le 1e" décembre (19¢ jour), l’animal présente une paralysie des 
muscles de la nuque. La téte tombante vient toucher le sol de la cage. Le 
lendemain, la paralysie parait avoir gagné les muscles des gouttiéres verté- 
brales. L’animal est replié sur lui-méme, la téte venant au contact du train 
postérieur. Amaigrissement. Dyspnée. Le soir, il s’étend sur le coté et com- 
mence dagoniser comme un lapin rabique. Mort le 3 décembre (21° jour). Le 
bulbe est inoculé par trépanation 4 un lapin qui succombe le 12 décembre 
(9¢ jour) a la rage paralytique. L’allure de celle-ci ayant éveillé quelques 
soupcons, il est procédé a un 2° passage (mort au 8° jour), puis a un troi- 
siéme (mort au 12¢ jour d’une rage tout a fait caractéristique). 


Oss. IX. — Du 12 au 15 novembre, 4 ceryeaux de lapin et 3 cerveaux de 
cobaye (virus de rue) sont mis en glycérine et conseryés ala chambre.noire. 
Le 17 — aprés 2 4 5 jours par conséquent — la glycérine est passée succes- 
sivement 4 travers trois mousselines et inoculée a la dose de 10 cent. cubes 
dans les muscles de la nuque d'un lapin. Le 9 décembre (22¢ jour) tristesse, 
amaigrissement, inappétence, commencement de paralysie. Le lendemain, la 
paralysie est compléte. Pour les besoins d’une expérience, l’animal est sacrifié 
un peu avant la mort. Le bulbe est inoculé dans le cerveau de deux cobayes. 
L’un et l'autre commencent 4 présenter le 15 décembre (5° jour) des signes 
d’agitation. Ils.succombent le lendemain 4 une rage furieuse extrémement 
violente et tout a fait caractéristique. 


Oss. X. — Du 16 au 18 décembre, 6 cerveaux de cobaye morts du virus des 
rues ont été mis en glycérine et conservés A lobscurité. Le 24 décembre 
(apres 6-8 jours), on passe la glycérine 4 travers trois mousselines et on 
Vinocule 4 la dose de 12 cent. cubes dans les muscles de la nuque d’un lapin. 
Le 4 janvier (11¢ jour) celui-ci présente un commencement de paralysie du 
train postérieur. La maladie s’accentue le lendemain. Le soir, lanimal est 
déja couché sur le cété. Mort le 6 janvier (13¢ jour). Le bulbe est inoculé par. 
trépanation & un autre lapin qui présente, le 14 janvier (Se jour), les sym- 
pltomes d'une rage trés caractéristique a laquelle il suecombe le 17 (11¢ jour). 


Oss. XI. — Du 19 au 22 décembre, 6 cerveaux de cobaye morts de rage‘des 
rues sont mis en glycérine et conservés 4 Vobscurité, A la température 
ambiante. Le 25 décembre, aprés 3 4 6 jours, on passe cette glycérine & tra- 
vers un papier buvard gris et on l’inocule a la dose de 10 cent. cubes dans 
les muscles de la nuque d’un lapin. Celui-ci présente, le 9 janvier (15¢ Jpur), 
une paralysie tres marquée des muscles de la nuque. La téte n’étant plus 
soutenue vient toucher le sol de la cage. Le Jendemain, la paralysie s'est 
généralisée et existence de la rage ne fait aucun doute. Mort dans la journée’ 
du 14 (17¢ jour). Un lapin est inoculé sous la dure-mére avec le bulbe. Il est 
pris le 18 et succombe le 19 (8¢ jour) A une rage trés caractéristique. 
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_~ Oss. XII. — Plusieurs cerveaux (5 ou 6) de lapins et de cobayes rabiques 


(virus fixe et virus de rue) sont immergés dans une premiére glycérine. Apres 
2-3 jours, celle-ci est rejetée et remplacée par une autre. Dans cette nouvelle 
glycérine, les cerveaux sont conservés une semaine; aprés quoi, on passe a 
travers trois mousselines et on inocule aA raison de 10 cent. cubes dans les 
muscles de la nuque d’un lapin (29 décembre) Le 10 janvier (12° jour), l’animal 
présente une paralysie trés marquée et trés caractéristique des muscles de 
la nuque. Le lendemain, les symptomes de Ja-rage paralytique sont au com- 
plet. Mort le 12 au matin (14¢ jour). Le bulbe est inoculé & un lapin qui, pris 
le 19 janvier (7¢ jour), succombe 3 jours plus tard A une rage tout a fait 
caractéristique. 


Oss. XIII. — Du 19 au 22 janvier, 7 cerveaux de cobaye ayant succombé 
au virus de rue sont mis en glycérine et conservés a l’obscurité. Le 27, apres 
5-8 jours par conséquent, cette glycérine est passée A travers un filtre de 
papier gris et inoculée 4 la dose de 10 cent. cubes dans les muscles de la 
nuque d’un lapin, a la dose de 5 cent. cubes dans les muscles de la nuque 
de deux cobayes. Le 6 février (10° jour), le lapin commence 4a présenter de 
‘la paralysie des muscles de la nuque. Celle-ci est tres marquée le lendemain- 
La téte n’étant plus soutenue vient toucher le sol de la cage. Le 8 février, la 
paralysie s’est généralisée aux quatre membres. Le lapin ne tarde pas a se 
coucher sur le cété et a entrer en agonie. Mort dans la soirée (12¢ jour). Le 
bulbe est inoculé par trépanation a un autre lapin qui, pris le 8* jour, suc- 
combe le surlendemain a une rage paralytique trés caractérislique. Les deux 
cobayes sont demeurés en bonne santé. 


En possession de ces résultats, nous nous sommes demandé 
si, grace & cette diffusion du virus dans la glycérine, il ne 
serait pas possible de faire passer celui-ci d’un cerveau rabique 


a un cerveau sain. Dans ces conditions, & l’abri de la putréfac- 


tion, ce passage se réalise parfois trés facilement, comme le 
prouvent les expériences qui suivent. 

Nous devons noter cependant que la réussite de I’ expérience 
n’est pas fatale et que nous n’avons pu encore déterminer tous 
les facteurs du succés. Nous avons obtenu un résultat positif 
dans le tiers des cas environ. 


, Oss. XIV. — Du 8 au 12 février, on immerge dans un flacon pot-ban renfer- 


mant de la glycérine neutre deux cerveaux de lapin et trois cerveaux de 
cobaye, ces divers animaux étant morts de rage A virus de rue. Le 13, on 
enléve le cerveau et la moelle cervicale d’un lapin neuf et, au moyen d'un fil 
stérilisé, on les suspend dans la méme glycérine au milieu des ceryeaux 
rabiques. Le flacon est conservé dans la chambre de dessiccation des moelles 
(obseurité, température 12 A 15°); puis, les 18, 19, 21, 23, 25, 27 février, 
cest-a-dire aprés 5, 6, 8, 10, 12, 14 jours de contact entre le cerveau rabi- 
que et le cerveau sain, on préléve de celui-ci une partie superficielle 
(18-19 février) peu ou moyennement profonde (21, 23, 25 février), centrale 
(27 février); on émulsionne dans un peu d’eau physiologique et on inocule 


> 


42, ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


sous la dure-mére d’unlapin. Le 27 février, la glycérine elle-méme est passée 
A travers un papier gris et inoculée a la dose de 5 cent. cubes dans: les 
muscles de la nuque d’un jeune lapin, & la dose de 10 cent. cubes dans les 
muscles de la nuque d’un lapin adulte. Les résultats obtenus ont été les sui- 
vants : 

49 Lapin inoculé le 18. Début de rage le 28 (10° jour). Mort le 2 mars 
(42e jour). 

go Lapin inoculé le 19. Début de rage le 3 mars (12° jour). Mort le 5 
(14¢ jour). 

3° Lapin inoculé le 24. Début de rage le 4 mars (11¢ jour). Mort le 
(14e jour). 

“40 Lapin inoculé le 23. Début de rage le 6 mars (lle jour). Mort le 8 
(13¢ jour). ‘ 

8° Lapin inoculé Je 25. Début de rage le 8 mars (if jour). Mort le 10 
(13e jour). ; ’ 

Le lapin inoculé le 27 avec la partie centrale du cerveau et les deux animaux 
inoculés le méme jour avec la glycérine n’ont présenté aucun symptéme 
morbide. 


= 


Oss. XV. — Le 6 avril 1917, on immerge, dans la glycérine d’un petit flacon 
pot-ban, deux cerveaux et deux moelles de lapin ayant succombé au virus de 
rue. Le lendemain, on suspend dans le méme flacon un cerveau de Japin neuf 
et Ie tout est laissé A la température et a la lJumiére du laboratoire. Les 11, 
43, 15, 17, 19, 22 avril, soit aprés 5, 7, 9, 10, 11, 14 jours, on préléve de ce 
cerveau des parties superficielles (141, 13, 15, 17 avril), moyennement pro- 
fondes (19 avril), centrales (22 avril); on les émulsionne dans de l'eau stéri- 
lisée et on les inocule sous la dure-mére du Japin ou du cobaye. Les résultats 
obtenus ont été les suivants : 

Les animaux inoculés les 11 et 13 avril n’ont présenté aucun symptome 
morbide. 

Le 15, avril (8 jours de contact), un lapin et un cobaye sont inoculés avec 
une partie superficielle du cerveau du lapin neuf. Le cobaye n’a présenté 
aucun symptome morbide. Le lapin est demeuré parfaitement bien portant 
jusqu’au 24 mai (39° jour). A cette date, il attire l’attention le matin par de 
Vinappétence et. une légére dyspnée. Comme nous voulons le prendre & la 
main, ce simple contact déclenche une crise de convulsions vraiment 
extraordinaire. L’animal recourbé en opistothonos se détend brusquement & 
la fagon dun ressort et avec une violence telle qu'il est projeté hors de la 
cage. Il se tend 4 nouveau et se détend plusieurs fois de suite, faisant des 
bonds de plus de 50 centimétres de hauteur. Finalement, épuisé, il retombe 
sur le colé, en proie & une vive dyspnée. Aprés quelques minutes, celle-ci 
s'atténue; l’animal se remet d’aplomb et — & une légére accélération de la 
respiration prés‘— reprend toutes les apparences de la santé; mais chaque 
fois qu’on vient & le toucher, les crises se reproduisent. Le lendemain, 
25 avril (30* jour), l’état parait de tous points semblable. L’animal se tient 
tranquillement dans un coin de sa cage. Le fait de le prendre par les oreilles 
provoque, comme la veille, une crise de convulsions folle au cours. de 
laquelle il se tend et se détend, bondit et rebondit, se remettant ensuite 
daplomb comme si de rien n’'était. Inappétence et dyspnée légére dans 
Vintervalle des crises. Le soir, on le trouve couché en opistothonos, le regard 
anxieux. On ne provoque plus qu'une ébauche de convulsions si on Ie prend 
ala main. Le 26 mai au matin (31° jour), on le retrouve A peu prés dans le 
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méme état. Ef le touchant, on ne provoque plus de crises convulsives, mais 
une explosion de cris déchirants. Le soir, la respiration parait vouloir 
s’éteindre. L’animal est sacrifié et on procéde a l’autopsie qui, si l'on en 
excepte une vive congestion des méninges, ne montre absolument aucune 
lésion. Un lapin est inoculé sous la dure-mére avec le bulbe. Le 4 juin, au 
ge jour, il présente les premiers symptomes d'une rage paralytique qui, 
typique le lendemain, évolue d’une facon absolument classique et améne la 
mort le 7 juin, au 12¢ jour. 

Le 17 avril (10 jours de contact), un lapin et un cobaye sont inoculés de 
méme avec une partie, superficielle encore, du cerveau du lapin. neuf. Le 
30 avril (13° jour), le lapin présente les premiers Symptomes d'une rage para- 
lytique. qui évolue de facon classique. Mort le 4 mai (17° jour). Dés le 
27 avril (10° jour), le cobaye avait présenté une paralysie du train postérieur, 
qui s’était accentuée le lendemain, s’éfait étendue aux membres antérieurs 
et avait entrainé la. mort le 29 avril, au 12° jour. Deux passages avaient, pour 
plus de streté, été pratiqués, et un lapin et un cobaye avaient suecombé A 
une rage caractéristique dans les délais habituels. 

Le 19 avril, aprés 12 jours de contact par conséquent, un lapin est trépané 
avec la partie moyenne du cerveau neuf. Le 1¢* mai (12¢ jour), début dune 
rage paralytique, qui évolue classiquement et améne la mort le surlende- 
main, au 14¢ jour. 

Un lapin et un cobaye, trépanés le 22 avril, avec une partie — profonde 
cette fois — du méme cerveau, sont demeurés vivants et bien portants. 


ll résulte de Vexpérience précédente que I’obscurité n’est 
nullement indispensable au passage du virus d’un cerveau 
rabique 4 un cerveau sain. La suivante est de nature & mon- 
trer que la diffusion s’effectue aussi bien autour du cerveau de 
chien qu’autour des cerveaux de lapin ou de cobaye. 


Oss. XVI. — Le 7 février 1917, le cerveau d’un chien mort dune rage 
furieuse typique est débité en tranches et immergé dans un flacon de glycé- 
rine. Le lendemain, on suspend dans le méme flacon le cerveau d’un lapin 
neuf. Le tout est conservé & l’obscurité dans la chambre de dessiccation 
des moelles (12-15°). Le 10 féyrier — aprés 2 jours de contact par consé- 
quent — le cerveau du lapin est retiré du flacon et lavé dans l'eau physio- 
logique. Une partie superficielle est prélevée, émulsionnée et inoculée sous 
la dure-mére d’un lapin, aprés quoi le cerveau est remis en glycérine au 


- contact du cerveau rabique. Méme expérience les 12 et 14 février (4 et 6 jours 


de contact), avec des parties du cerveau de lapin graduellement plus’ pro- 
fondes. Le 14 février, la glycérine elle-méme est passée a travers um papier 
gris et inoculée, a la dose de 10 cent. cubes, dans les muscles de la nuque 
d'un Iapin, 4 Ia dose de 5 cent. cubes dans les muscles de la nuque d’un 
cobaye. 

Le lapin trépané le 10 février avec une partie superficielle du cerveau a 
présenté le 7 mars (23° jour) de la tristesse, de l’inappétence et un commen- 
cement de paralysie. Celle-ci était compléte le fendemain matin. La mort 
s’est. produite le soir. Un lapin inoculé avec son bulbe a succombé le 20 mars 
(12e jour) a une rage paralytique classique. Un 2° passage, effectué pour 
plus de streté, a amené, le 1e avril (12° jour également), la mort au milieu 
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de symptoémes qui, comme les précédents du reste, ne laissaient aucun 
doute sur Ja nature de la maladie ayant causé le décés. 

Les lapins inoculés les 12 et 14 février avec des parties moyennement pro- 
fonde ou centrale du cerveau n’ont présenté aucun symptome morbide. 

Le lapin et le cobaye inoculés ce méme 14 février avec la glycérine ont 
présenté le premier le 20 mars (34° jour), le second le 8 mars (22e jour), les 
premiers symptomes d'une rage soit paralytique (lapin), soit mi-paralytique, 
mi-furieuse (cobaye), tout a fait caractéristiques, a laquelle ils n’ont pas tardé 
4 succomber. Le diagnostic de rage a été, chaque fois, confirmé par les 
passages. 


Le passage du virus rabique dans le cerveau du lapin étant 
bien établi; nous nous sommes demandé si, résultant non 
d’une culture, mais d’une diffusion, un passage analogue ne 
pourrait pas s’observer dans le cerveau d’un animal réfractaire 
a la rage, tel que la poule ou la tortue. Les expériences sui- 
vantes répondent 4 cette question. 


Oss. XVII. — Du 16 au 22 mars, quatre cerveaux de lapin (2 virus fixes 
-et 2 virus de rue) sont immergés dans la glycérine d’un petit flacon pot-ban. 
Le 22, on suspend dans cette méme glycérine lencéphale d'une poule et 
celui d’une tortue neuves. Le 26 et le 29, quatre et sept jours:aprés le début 
du contact, ces deux cerveaux sont lavés A l'eau physiologique, et il est pré- 
levé de chacun d’eux un fragment, superficiel la premiére fois, plus profond 
la seconde, qui est inoculé sous la dure-mére du lapin. Les résultats obtenus 
ont été les suivants : . 

Cerveau de poule. — Le 26 mars (4¢ jour du contact), deux lapins ont été 
inoculés sous la dure-mére. L’un et l'autre ont présenté, le 4 avril (9° jour), 
les symptomes d'une rage paralytique typique, qui a évolué normalement et 
a entrainé la mort le 6 avril, au 11¢ jour. 

Le 29 mars (7¢ jour du contact), un seul lapin est inoculé sous la dure-mére. 
Début d'une rage paralytique classique le 9 avril, au 14¢ jour. Mort le 1 avril, 
au 13°. Le bulbe est inoculé sous la dure-mére d’un autre lapin. Début de la 
rage paralytique le 20 avril, au 9° jour. Mort le 24, au 13°. 

Cerveau de tortue. — Le 26 mars (4° jour du contact), un lapin est inoculé 
avec une émulsion d’une partie superficielle du cerveau, soigneusement 
Javée au préalable. L’animal se porte bien pendant 31 jours. Le 27 avril au 
matin, il est trouvé couché sur le cété, dyspnéique el complétement paralysé. 
I] meurt le lendemain. Son bulbe est inoculé sous la dure-mére d'un cobaye 
qui succombe le 8¢ jour a une rage tres caractéristique. 

Le 29 mars (7° jour du contact), deux lapins ont été inoculés semblable- 
ment avec une partie plus profonde du méme cerveau de joriue, Ils n’ont 
présenté aucun symptOme morbide. 


Oss. XVIII. — Du 25 au 30 avril 1917, 8 cerveaux de cobaye ayant succombé 
au virus de rue sont immergés dans la glycérine d'un petit flacon pot-ban- 
Le 30, on suspend au milieu d’eux l’encéphale d’une poule neuve. Le 7 mai 
— 7 jours plus tard — une partie superficielle de ce cerveau est prélevée 
aseptiquement, lavée 4 l'eau physiologique, émulsionnée et inoculée sous la 
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dure-mére d’un lapin. Le 18 mai (11¢ jour), animal présente les premiers 
Symptomes d'une rage paralytique a laquelle il succombe le 21 (14¢ jour). 

Le 10 et le 13 mai, des lapins ont été inoculés semblablement avec des 
parties plus profondes de ce méme cerveau de poule. Ils sont demeurés 
vivants et bien portants. 


Le passage du virus rabique d’un ceryeau malade & un cer- 
veau sain n’est donc pas une culture, mais une simple diffusion. 
I s’effectue dans le cerveau d’un animal réfractaire a la rage 
aussi bien que dans celui d’un animal réceplif. I] était des lors 
indiqué de rechercher si ce méme passage n’était pas suscep- 
tible de s’effectuer dans un tissu autre que le tissu nerveux, le 
foie, la rate, le rein, par exemple. De fait, il a pu étre mis en 
évidence dans les expériences suivantes : 


Oss. XIX. — Trois cerveaux de lapins, merts du virus fixe, sont immer- 
gés le 10 mars dans la glycérine d’un petit flacon pot-ban et conservés 
a Yobscurité et-a la température ambiante. Le 12 mars, on immerge A leur 
contact dans la méme glycérine le rein d’un cobaye neuf. Le 19, c’est-a dire 
7 jours aprés le début du contact, le rein est prélevé et lavé 4 l'eau physio- 
logique. Une partie de sa substance corticale est émulsionnée et inoculée ~ 


‘sous la dure-mére d’un jeune lapin. Le 28 mars (9¢ jour) cet animal pré- 


sente les premiers symptomes d’une rage paralytique 4 laquelle il succombe 
le lendemain. Son bulbe est inoculé sous la dure-mére d’un lapin adulte 
qui, déja suspect le 4 avril au 6¢ jour (tristesse, inappétence), présente le 
lendemain les signes d’une rage paralytique tout a fait typique qui améne la 
mort du 7 au 9° jour. 


Oss. XX. — Du 2 au 6 avril, trois cerveaux de lapins et trois cerveaux de 
cobayes morts du virus de rue sont immergés dans la glycérine d’un petit 
flacon pot-ban. Le lendemain, on immerge a leur contact un des lobes du 
foie d’un lapin neuf et le tout est conseryé a Vobscurité et a la température 
de la chambre. Les 12, 14, 16 avril, c’est-a-dire aprés 5, 7, 9 jours de contact, 
une petite portion de ce foie est prélevée, émulsionnée et inoculée chaque 
fois sous la dure-mére d’un lapin. Les animaux sont demeurés vivants et 
bien portants. Le 19 avril (12 jours de contact) un dernier lapin est inoculé 
avec le méme foie, soignensement rincé au préalable dans l’eau physiolo- 
gique. Le 10 mai au matin (21° jour), animal parait trés suspect. II est triste, 
ne mange pas et a de l’incertitude de la démarche. Le lendemain, la rage 
paralytique est typique. Mort le 12 (23¢ jour). Un lapin et un cobaye sont 
inoculés avec son bulbe. Ils succombent A la rage respectivement au 
14e jour (lapin) et au 12¢ (cobaye). 
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tI 
DIFFUSIBILITE DU VIRUS RABIQUE DANS L’ORGANISME 


‘Le virus rabique est done susceptible de diffuser dans l'eau 
ou la glycérine’ qui baigment um cerveau de chien mort du 
virus de rue ou un cerveau de lapin ayant succombé au virus 
fixe. Conséculivement, il est susceptible d’imprégner un 
cerveau neuf, un rein ou un foie immergés dans le méme 
liquide. Un phénoméne analogue de diffusion peut-il se pro- 
duire dans lorganisme? On concoit limportance de cette 
question. Un grand nombre d’auteurs ont signalé tour a tour 
la présence du virus rabique dans le liquide céphalo-rachi- 
dien, les milieux de Veeil, les capsules surrénales, le pan- 
créas, etc. La piupart de ces recherches ont été entreprises un 
temps plus ou moins long aprés la mort. Elles perdent toute 
signification si le virus peut se diffuser dans lorganisme en 
partant du systéme nerveux central ou périphérique. Nous 


avons pensé résoudre ce probléme en essayant de déterminer : 


1° Si le virus rabique est susceptible de se rencontrer tardi- 
vement, lorsque commence la putréfaction, dans un organe ot 
on ne le trouve ni pendant la vie, ni pendant les premiéres 
heures qui suivent la mort; 


2° Si, étant donné un organe ot la présence du virus 
rabique est inconstante, la fréquence de sa constatation différe 
suivant que le prélévement de l’organe est effectué avant ou 
aprés la mort de l'animal. 

a) Le virus rabique ne se rencontre ni dans l’ovaire, ni dans 
le testicule ou le contenu des vésicules séminales du cobaye 
rabique. Nous nons en sommes assuré personnellement. Le 
liquide des vésicules séminales de quinze cobayes rabiques, les 
testicules de six autres, les ovaires de six autres encore ont 
été émulsionnés finement dans de l’eau physiologique; les 
émulsions ont été inoculées sous la dure-mére du lapin ou du 
cobaye; le surplus, s’élevant parfois jusqu’a 10 et 15 centi- 
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métres cubes, était injecté dans les muscles de la nuque du 
meéme sujet. Aucun des animaux inoculés (21 lapins, 27 cobayes) 
n'a contracté la rage. Une deuxiéme série de recherches a été 
elfectuée dans des conditions analogues, a celte différence 
prés que les cadavres des animaux morts de rage étaient 
maintenus de 24 & 48 heures & la température de laboratoire 
avant qu'il fit procédé & V’ablation et & lV’inoculation des vési- 
cules, des teslicules et des ovaires. Les émulsions étaient, par 
crainte de méningite septique, exclusivement injectées dans 
lesmuscles de la nuque; mais, pour contre-balancer la sévérité 
moins grande de ce mode d’inoculation, il était injecté chaque 
fois, du produit supposé virulent, une quantité double de celle 
imoculée dans la série précédente, L’injection comprenait ainsi 
deux testicules (au lieu d’un seul); quatre ovaires (au lieu de 
deux) et le contenu des vésicules de deux cobayes (au lieu d'un 
seul). Aucun des animaux inoculés (12 lapins, 24 cobayes) n’a_ 
contracté la rage. Le virus rabique n’envahit donc pas post. 
mortem le testicule et lovaire du cobaye. Il est cependant 
inexact de dire que, pendant les derniéres heures de la vie, le 
virus ne se trouve pas dans ces organes. Il existe vraisembla- 
blement — comme dans tout le syst®me nerveux périphé- 
rique — dans les filets nerveux qui les innervent, mais il 
s'y trouve en quantité trop faible pour pouvoir étre mis en 
évidence au moyen des inoculations méme les plus sensibles 
et, pas plus pendant la période agonique que pendant les 
48 heures qui suivent la mort, il ne diffuse de filets nerveux 
dans les parenchymes glandulaires en quantilé suffisante 
pour pouvoir étre décelé. 

6) Nos recherches ont porté tout d’abord sur la rate. Douze 
cobayes rabiques sont sacrifiés quelques heures avant la 
mort et leur rate entiere, émulsionnée dans de Veau physio- 
logique, est injectée 4 la dose maxima compatible avec ce 
mode d’inoculation (1/4 a 1/2 centimetre cube) sous la dure- 
mére d’un cobaye, ce pendant que le surplus de l’émulsion est 
inoculé en totalité dans les muscles de la nuque du méme 
sujet. Trois cobayes ont pris la rage; 9 ont résislé. Douze 
autres cobayes ont été inoculés semblablement avec des rates — 
prélevées de 4.4 12 heures aprés la mort naturelle de |’animal. 
Les résultats obtenus ont été identiques. Trois fois sur douze 
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les animaux ont pris Ja rage. Dans une troisiéme série d’expé- 
riences, 12 cobayes ayant succombé a la rage des rues sont 
laissés de 24 & 48 heures & la température du laboratoire. A ce 
moment seulement, la rate est prélevée, émulsionnée et 
inoculée dans les muscles de la nuque. Un seul animal a 
contracté la rage. La proportion plus considérable des résultats 
négatifs étant certainement due a la sévérité moins grande du 
mode d’inoculation, nous avons, dans uné quatriéme série de 
recherches, inoculé dans les muscles de la nuque d’un méme 
cobaye, deux et trois rates rabiques. Simultanément, le laps 
de temps pendant lequel les cadavres étaient abandonnés 
avant d’étre ouverts était porté 4 2 et & 3 jours. Sur six cobayes 
inoculés un seul a pris la rage. I] semblerait done de prime 
abord qu’au lieu de favoriser la diffusion du virus rabique, un 
commencement de putréfaction rendit sa constatation moins 
fréquente. Il n’y a 1a, croyons-nous, qu'une simple apparence 
due & la sévérité moindre et insuffisamment compensée de 
Vinoculation intramusculaire. Nous nous sommes, dans une 
derniére série de recherches qui a porté sur les capsules sur- 
rénales, soigneusement tenu A l’abri de cette cause d’erreur- 
Les capsules surrénales de seize cobayes rabiques prématuré- 
ment sacrifiés ont été broyées, émulsionnées et inoculées dans 
les muscles de la nuque de 16 cobayes. 7 (44 p. 100) ont pris 
la rage; 9 ont survécu. Seize autres cobayes ont été inoculés 
semblablement avec les capsules de 16 cobayes morts de rage, 
puis conservés de 24 & 48 heures & Ja température du labo- 
ratoire avant d’étre autopsiés. 11 (68 p. 100) ont pris la rage, 
5 ont survécu. Il semble donc que la diffusion du virus rabique 
soil possible dans l’organisme, mais qu'elle soit exceptionnelle. 
Elle parait moins fréquente que celle qui s’effectue in witro 
dans eau physiologique, le sérum de Locke ou la glycérine. 
Peut-étre un liquide se préte-t-il mieux qu’un organe solide 
& une « diffusion », assez voisine en somme d'une simple 
« dissolution ». Peut-étre aussi la boite cranienne et le canal 
rachidien forment-ils obstacle & cette diffusion et les nerfs 
périphériques renferment-ils trop peu de virus pour que son 
passage dans les parenchymes puisse étre décelé par |’expéri- 
mentation. Toujours est-il que les expériences entreprises sur 
la présence du virus dans tel ou tel organe sans tenir compte 
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de la possibilité de la diffusion post mortem paraissent gre- 
vées d'une cause d’erreur bien peu importante et négligeable 
pratiquement. 


Cette propriété de diffuser in vitro dans certains liquides ou 
certains organes est-elle susceptible d’apporter quelque éclair- 
cissement & la question toujours controversée de la nature 
intime du virus rabique? L’absence de corpuscules de Negri 
dans les cerveaux sains devenus rabigénes au contact de 
cerveaux rabiques et naturellement aussi dans le foie, le rein, 
la glycérine, l'eau physiologique ot le virus a diffusé, n’est 
nullement en faveur du réle pathogéne de ces corpuscules. 
Elle constitue au contraire un argument trés important en 
faveur de l’opinion qui voit dans ces éléments un simple pro- 
cessus de défense contre l’organisme ultra-microscopique de 
la rage ou contre sa toxine. D’autre part, la glycérine jouit a 
légard d’un certain nombre de microbes, a l’égard des bacilles 
du charbon, de la tuberculose et de la morve en particulier, 
d'un pouvoir conseryateur analogue & celui. qu'elle posséde 
vis-a-vis du virus rabique. Cependant, si on immerge dans de 
la glycérine des rates charbonneuses, tuberculeuses, mor-— 
veuses, l’agent pathogéne ne diffuse pas dans le liquide qui 
peut, sans danger, étre inoculé & un animal réceptif. A plus 
forte raison ne passe-t-il pas dans une rate neuve immergée 
dans cette glycérine. Nous avons vu qu’il en allait tout autre- 
ment avec le virus rabique. N’y a-t-il pas la quelque chose de 
spécial qui rapproche le virus de la rage des substances chi- 
miques susceptibles, elles aussi, de diffuser dans les liquides? 

Si le virus rabique se rapproche des microbes visibles par 
la propriété capitale de reproduire la maladie en série, il 
s'écarte d’eux et se rapproche au contraire des substances 
chimiques par son pouvoir de traverser les bougies filtrantes. 
Cependant, une substance chimique en solution dans un liquide 
traverse les bougies quel que soit le degré de leur resserre- 
ment, tandis que le virus rabique ne traverse que des bougies 
d’une porosité déterminée. Si l’on emploie des bougies moins 
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perméables, les animaux succombent avec tous les symptomes 
de la rage, mais sans que la maladie puisse étre reproduite en 
série. Avec des bougies plus serrées encore, les animaux 
demeurent bien portants' ou bien on observe des symptomes 
(amaigrissement, cachexie) n’ayant avec la rage que des 
rapports trés éloignés et tels que sont susceptibles d’en provo- 
quer (A. Marie) des filtrats de substance nerveuse normale. 
Le virus rabique se comporte donc a l’égard de la filtration 
dune facon différente & la fois des micro-organismes et des 
substances chimiques. Une différence analogue s’observe dans 
la facon dont il se comporte a l’égard de la centrifugation. 
Alors qu’une substance chimique en solution dans un liquide - 
n'est pas influencée par la force centrifuge, il se laisse influen- 
cer par elle, mais seulement dans des proportions minimes. Il 
abandonne les couches superficielles du liquide, mais il ne les 
abandonne que trés lentement, beaucoup plus lentement que 
ne le ferait dans une culture en bouillon ou dans une émulsion 
le plus fin des microbes visibles. 


Le virus rabique posséde en somme un ensemble de pro- 
priétés dont la réunion tient du paradoxe. A la fois filtrable, 
diffusible et capable de se reproduire, il semble qu’on doive le 
considérer comme un intermédiaire entre les microbes visibles 
qui se trouvent & la limite inférieure du rdgne végétal et les 
diastases, c’est-a-dire des substances colloidales quil n’est | 
peut-étre pas interdit de placer a la limite supérieure des corps 
inorganiques. Sans doute y a-t-il 14 une nouvelle application 
du vieil adage que la nature ne fait pas de sauts. On serait 
méme tenté d’émettre [hypothése que le fait de forcer le virus 
rabique a passer & travers une bougie trés serrée, 4 étre en 
quelque sorte laminé entre ses mailles, suffit & produire dans 
sa constitution une modification telle que, sans lui enlever ses 
autres propriétés, elle lui fait perdre celle de reproduire la 
maladie, transformant en colloide le fin organisme ultra-micro- 
scopique qu’est le microbe de la rage et réalisant en quelque 
sorte le passage entre deux régnes. La toxine rabique n’aurait . 
pas ainsi une existence propre, indépendante de celle du 
microbe, comme c’est le cas dans la diphtérie ou le tétanos. 
Elle ferait si intimement partie de sa constitution qu’elle en 


= 
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serait une sorte d’état allotropique dont certaines forces phy- 
siques pourraient amener la production. Quoi qu’il en soit de 
cette derniére hypothése, un peu aventureuse, nous ferons 
remarquer que notre conception du virus rabique — forme de 
transition entre les microbes visibles et les colloides, diastases 
ou toxines — se rapproche dans une certaine mesure du conta- 
gum vium fluidum invoqué par Beijerinck dans la genése de 
la maladie du tabac connue sous le nom de « mosaique ». Elle 
en différe cependant, Un contage liquide vivant devrait passer 
a travers les bougies quel que fit leur degré de porosité et ne 
devrait pas étre influencé par la centrifugation. Or, ainsi que 
nous l’avons vu, ces deux conditions ne sont pas remplies par 
le virus de la rage. Nous ajouterons enfin que ce que nous 
venons de dire du virus rabique s’applique vraisemblablement 
a d'autres micro-organismes dits invisibles ou ultra-microsco- 
piques, & d'autres « virus filtrants ». Sil était démoutré que 
ceux-ci peuvent également diffuser 7m vitro dans les liquides et 
les organes, on pourrait les considérer eux aussi comme ména- 
geant le passage entre les bactéries et les diaslases. 


Nous demandons la permission de faire remarquer, en ter- 
minant, que nous ne nous dissimulons nullement ce que cer- 
taines des idées qui précédent peuvent avoir de hasardé. Aussi 
ne les avancgons-nous qu’a litre d’hypothéses. M. le D" Roux, 
qui nous a fait le grand honneur de s’intéresser 4 nos expé- 
riences, nous a fait observer avec raison qu’elles étaient jus- 
ticiables d’une interprétation fort différente de la nétre : len- 
trainement dans les liquides d’un organisme trés fin venant 
se coller sur les corps suspendus dans le milieu. La glycérine, 
avide d’eau, provoque l’exsudation des liquides aqueux con- 
tenus dans le cerveau. Dans ce mouvement, des particules trés 
ténues peuvent étre mobilisées. Il y aurail ainsi entrainement 
des fins organismes rabiques et non diffusion & la maniére 
d’une substance soluble. On peut supposer également que, 
dans nos expériences, il y a eu simplement répartilion dans la 
glycérine, l'eau salée, le liquide de Locke de virus rabique trés 
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ténu provenant de la surface de l’encéphale. Il est fatal, en 
effet, qu'il se produise quelques érosions superficielles au 
cours de l’ablation des cerveaux et la précaulion que nous 
avons prise de laver ceux-ci plusieurs fois, avant de les 
immerger, n’est peut-étre pas suffisante pour éviter, de ce fait, 
toute cause d’erreur. : 
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GraPHiguE 6-7. — Représentation graphique de l’action antitryptique de trois sérums humains, 
normaux (voir graphiques 16 el 17). 
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Grapuioue 8. — Allure de l’action antitryptique de deux sérums de chevaux normaux. 
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GrapPHIQuE (9. — Graphique de l’action Grapnigue 10. — Action antitryptique dun 
antitryptique d’un sérum de cobaye. sérum de mouton. 
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Jerum encentiémes de cc. 


GrapuiQuE 14, — Action antitryptique d'un sérum de chien. 
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PL. 1. 
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Jerum en centiémes de centimetres cubes 


Grapnigue 12. — Action antitryptique d’un sérum de lapin. 
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Grarulgur 13. — Action antitryptique d’un sérum de lapin. 
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Grapurque 14. — Action antitryptique d’un sérum d’anguille. 
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Jerum en centiémes de cenkimétres cubes. 


Grapuigue 15. — Action antitryptique d’un sérum de poule. 
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